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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　SEQ ID NO：3、SEQ ID NO：4、およびSEQ ID NO：5にそれぞれ示される重鎖CDR1、CDR2
およびCDR3配列、および
　SEQ ID NO：6、SEQ ID NO：7、およびSEQ ID NO：8にそれぞれ示される軽鎖CDR1、CDR2
およびCDR3配列
を含む、CD154結合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項２】
　(a)SEQ ID NO：1、SEQ ID NO：9、SEQ ID NO：10、SEQ ID NO：11より選択されるVHド
メイン配列;および、
　(b)SEQ ID NO:2、SEQ ID NO:14より選択されるVLドメイン配列
を含む、請求項1記載のCD154結合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３】
　(a) SEQ ID NO：1およびSEQ ID NO：2；
　(b) SEQ ID NO：11およびSEQ ID NO：2；
　(c) SEQ ID NO：9およびSEQ ID NO：14;ならびに
　(d) SEQ ID NO：10およびSEQ ID NO：14
より選択されるVHおよびVLドメイン配列を含む、請求項2記載のCD154結合抗体またはその
抗原結合断片。
【請求項４】
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　該抗体が、
　(a)SEQ ID NO：12、SEQ ID NO：13、およびSEQ ID NO：72より選択される重鎖配列；な
らびに、
　(b)SEQ ID NO：15およびSEQ ID NO：69より選択される軽鎖配列
を含む、請求項1記載のCD154結合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項５】
　該抗体が、
　(a) SEQ ID NO：12およびSEQ ID NO：15；
　(b) SEQ ID NO：13およびSEQ ID NO：15；ならびに
　(c) SEQ ID NO：72およびSEQ ID NO：69
より選択される重鎖および軽鎖の配列を含む、請求項4記載のCD154結合抗体またはその抗
原結合断片。
【請求項６】
　該抗体が、それぞれSEQ ID NO：13およびSEQ ID NO：15である重鎖および軽鎖の配列を
含む、請求項5記載のCD154結合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項７】
　該抗体が、モノクローナル抗体、キメラ抗体、霊長類化抗体、およびヒト化抗体より選
択される、請求項1記載のCD154結合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項８】
　該抗体が、多量体抗体、ヘテロ二量体抗体、ヘミ二量体(hemidimeric)抗体、四価の抗
体、二重特異性抗体、および単鎖抗体より選択される、請求項1～7のいずれか一項記載の
CD154結合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項９】
　該断片が、Fab、F(ab)2、Fab'、F(ab')2、F(ab')3、Fv、およびドメイン抗体より選択
される、請求項1～8のいずれか一項記載の抗原結合断片。
【請求項１０】
　機能的部分の結合を可能にする1つまたは複数のアミノ酸を重鎖のC末端に付加すること
によって修飾されたFabである、請求項9記載の抗原結合断片。
【請求項１１】
　該抗体が、CD154結合に関して一価である、請求項1～10のいずれか一項記載のCD154結
合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１２】
　機能的部分の共有結合によって修飾されている、請求項1～11のいずれか一項記載のCD1
54結合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１３】
　機能的部分がポリ(エチレングリコール)またはその誘導体である、請求項12記載のCD15
4結合抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１４】
　抗原結合断片がFab'であり、修飾されたヒンジ領域のチオール基が、リジン残基に共有
結合するマレイミド基に共有結合し、約20,000Daの分子量を有するメトキシポリ(エチレ
ングリコール)ポリマーがリジンの各アミン基に結合している、請求項13記載のCD154結合
抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１５】
　該抗原結合断片が免疫グロブリンFc領域を欠く、請求項1、2、または3記載の抗原結合
断片。
【請求項１６】
　該結合抗体が、IgG1、IgG2、IgG3、およびIgG4 Fc領域より選択されるか、またはIgG1
、IgG2、IgG3、もしくはIgG4 Fc領域に由来する、免疫グロブリンFc領域を含む、請求項1
、2、または3記載のCD154結合抗体。
【請求項１７】
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　該結合抗体が、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種
Fc領域をさらに含む、請求項1、2、または3記載のCD154結合抗体。
【請求項１８】
　変種Fc領域が、複数のIg Fcドメインタイプに由来する配列を含むハイブリッドFc領域
である、請求項17記載のCD154結合抗体。
【請求項１９】
　該結合抗体がグリコシル化されていない、請求項1～18のいずれか一項記載のCD154結合
抗体。
【請求項２０】
　低いエフェクター機能が、Fcレセプター(FcR)への減少した結合である、請求項17また
は18記載のCD154結合抗体。
【請求項２１】
　低いエフェクター機能が、補体タンパク質への減少した結合である、請求項17または18
記載のCD154結合抗体。
【請求項２２】
　該結合抗体または断片が機能的部分に連結されている、請求項1～21のいずれか一項記
載のCD154結合抗体または抗原結合断片。
【請求項２３】
　請求項1～22のいずれか一項記載のCD154結合抗体または抗原結合断片をコードする、核
酸分子。
【請求項２４】
　請求項23記載の核酸分子を含む、ベクター。
【請求項２５】
　請求項24記載のベクターを含む、宿主細胞。
【請求項２６】
　(a)宿主細胞にCD154結合抗体または抗原結合断片を発現させるのに適した条件下で、請
求項25記載の宿主細胞を培養する段階、および、
　(b)CD154結合抗体または抗原結合断片を回収する段階
を含む、CD154結合抗体またはその抗原結合断片を産生するための方法。
【請求項２７】
　宿主細胞が、原核細胞または真核細胞である、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
　請求項1～22のいずれか一項記載のCD154結合抗体またはその抗原結合断片と、適切な薬
学的担体とを含む、組成物。
【請求項２９】
　免疫抑制性または免疫調節性の化合物または作用物質をさらに含む、請求項28記載の組
成物。
【請求項３０】
　請求項1～22のいずれか一項記載のCD154結合抗体またはその抗原結合断片を含む、CD40
シグナル伝達によって全部または一部が媒介されるヒトの容態、障害、もしくは疾患、ま
たは前記のもののいずれかの症状を処置または予防するための組成物。
【請求項３１】
　容態、障害、または疾患が、炎症もしくは自己免疫応答、または、線維症である、請求
項30記載の組成物。
【請求項３２】
　炎症もしくは自己免疫応答、または線維症が、関節リウマチ、全身性エリテマトーデス
、ループス腎炎、脊椎関節炎、炎症性腸疾患、クローン病、乾癬、多発性硬化症より選択
される、請求項31記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本出願は、2007年3月27日に出願された米国特許仮出願第60/920,495号、2007年3月22日
に出願された米国特許仮出願第60/919,938号、および2007年3月22日に出願された米国特
許仮出願第60/919,816号からの優先権を主張する。US 60/920,495、US 60/919,938、およ
びUS 60/919,816の内容は、その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
発明の技術分野
　本発明は、CD154(CD40L)タンパク質に特異的に結合する結合タンパク質であって、抗体
、抗体誘導体、および抗体断片を含む結合タンパク質を提供する。本発明はまた、ヒト化
Fab断片が特異的に結合するエピトープに特異的に結合するキメラ抗体、ヒト化抗体、も
しくは完全ヒト抗体、抗体誘導体、または抗体断片も提供し、前記ヒト化Fab断片は、SEQ
 ID NO：1に記載の重鎖可変配列を含み、かつSEQ ID NO：2に記載の軽鎖可変配列を含む
。本発明のCD154結合タンパク質は、第2の抗CD154抗体と比べて低いエフェクター機能を
引き出し得る。本発明のCD154結合タンパク質は、診断方法および治療方法において、例
えば、CD154-CD40相互作用によって媒介される望ましくない免疫応答を伴うものを含む疾
患の処置および予防において、有用である。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　体液性免疫および細胞性免疫の発生は、活性化されたヘルパーT細胞と抗原提示細胞(「
APC」)およびエフェクターT細胞との相互作用によって調整される。ヘルパーT細胞の活性
化は、抗原特異的なT細胞レセプター(「TCR」)とその同族ペプチド-MHCリガンドの相互作
用に依存しているだけでなく、いくつかの細胞接着分子および共刺激分子による協調的な
結合および活性化も必要とする。例えば、Salazar-Fontana, L. I.およびB. E. Bierer (
2001) Curr. Opin. Hemat.8:5(非特許文献1)を参照されたい。
【０００４】
　1つの決定的に重要な共刺激分子はCD154であり、これは、活性化に依存し、時間的に制
限された様式でCD4+ T細胞の表面に発現されるII型膜貫通型タンパク質である。また、CD
154は、活性化後、CD8+T細胞、好塩基球、肥満細胞、好酸球、ナチュラルキラー細胞、B
細胞、マクロファージ、樹状細胞、および血小板の一部でも発現される。CD154のカウン
ターレセプターであるCD40はAPCを含む多くの細胞型の表面上で構成的かつ広範に発現さ
れるI型膜タンパク質である。例えば、Foy, T. M. et al. (1996) Ann. Rev. Immunol.14
:591(非特許文献2)を参照されたい。
【０００５】
　CD40を介したCD154によるシグナル伝達により、CD40レセプターを有する細胞の活性化
および最適なCD4+T細胞プライミングをもたらす事象のカスケードが開始する。より具体
的には、CD40にCD154が結合することにより、B細胞の抗体分泌細胞およびメモリーB細胞
への分化が促進される。例えば、Burkly, L. C. (2001) Adv. Exp.Med. Bio.、第489巻 D
. M. Monroe et al.編 Kluwer Academic/Plenum Publishers、135頁(非特許文献3)(以下
、「Burkly、前記」)を参照されたい。さらに、CD154-CD40相互作用は、マクロファージ
および樹状細胞の活性化ならびにナチュラルキラー細胞および細胞障害性Tリンパ球の発
生を通じて、細胞性免疫を促進する。例えば、Burkly、同書(非特許文献3)を参照された
い。
【０００６】
　体液性免疫応答および細胞性免疫応答の両方の機能を調節する際にCD154が中心的な役
割を果たすことから、治療的免疫調節のためにこの経路の阻害物質を使用することに大き
な関心が持たれるようになった。したがって、抗CD154抗体が、他の治療用タンパク質ま
たは遺伝子療法、アレルゲン、自己免疫、および移植に対する免疫応答の多種多様のモデ
ルにおいて有益であることが示されている。例えば、US 5,474,771(特許文献1);Burkly、
前記(非特許文献3)を参照されたい。
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【０００７】
　CD40-CD154相互作用は、実験的に誘導されるいくつかの自己免疫疾患において重要であ
ることが示されており、疾患誘導は抗原投与時にCD154拮抗物質で阻止され得ることが示
されている(Burkly、前記(非特許文献3))。また、抗CD154拮抗物質を用いた疾患の妨害は
、自然発生自己免疫疾患の動物モデルにおいても認められている。例えば、Burkly、前記
(非特許文献3)を参照されたい。
【０００８】
　結合親和性がより高く、望まれない副作用のより少ない、改善された抗CD154抗体が現
在必要とされている。直接的細胞障害、補体依存性細胞障害(「CDC」)、抗体依存性細胞
障害(「ADCC」)、および異常な抗体産生などの高い「エフェクター機能」は、治療的抗体
と関連している可能性がある望まれない副作用である。
【０００９】
　いくつかの抗体エフェクター機能は、典型的な免疫グロブリンの定常ドメイン中の抗体
のFc領域に結合するFcレセプター(FcR)によって少なくとも部分的に媒介される。様々な
クラスの免疫グロブリンに特異的であるいくつかのFcレセプターがある。免疫グロブリン
のクラスには、IgG、IgE、IgA、IgM、およびIgDが含まれる。免疫グロブリンのクラスは
、さらにサブクラスに分類される：IgGは4つのサブクラス(IgG1、IgG2、IgG3、およびIgG
4)に分類され、IgAは2つのサブクラス(IgA1およびIgA2)に分類される。IgGには3種類の公
知のレセプターがある：FcγRI(CD64)、FcγRII(CD32)、およびFcγRIII(CD16))。各Fcγ
Rサブクラスは、2つまたは3つの遺伝子にコードされ、選択的なRNAスプライシングにより
、多様な転写物およびFcγRアイソフォームの幅広い多様性がもたらされる。
【００１０】
　典型的には、免疫グロブリンは、2つの同一な重鎖および2つの同一な軽鎖を含むY字型
分子である。ジスルフィド結合が、重鎖および軽鎖のペア、ならびに2つの重鎖を連結す
る。各鎖は、配列が異なり、抗原結合を担っている1つの可変ドメインからなる。これら
のドメインは、それぞれ、重鎖および軽鎖のVHドメインおよびVLドメインとして公知であ
る。軽鎖中には単一の定常ドメイン(CL)があり、重鎖中には3つの定常ドメイン(CH1、CH2
、およびCH3)がある。可変ドメインおよび定常ドメインのすべてを含む分子は、全抗体と
呼ばれる場合がある。
【００１１】
　抗体可変ドメイン中の残基は、Kabat et al.によって考案された方式に従って、慣例的
に番号をつけられている。この方式は、Kabat et al., 1987, Sequences of Proteins of
 Immunological Interest, US Department of Health and Human Services, NIH, USA(非
特許文献4)(以下、「Kabat et al.、前記」)において説明されている。別段の指示が無い
限り、この番号付与方式が本明細書において使用される。Kabatの残基記号表示が、アミ
ノ酸残基の直線的な番号付与と常に直接対応するとは限らないことに留意すべきである。
実際の直線的アミノ酸配列の方が、基本的な可変ドメイン構造の構造的構成要素(フレー
ムワークまたは相補性決定領域(CDR))の短縮またはそれらへの挿入に対応する厳密なKaba
tの番号付与の場合よりも少ないアミノ酸または付加的なアミノ酸を含む場合がある。残
基の正確なKabatの番号付与は、ある所与の抗体に関して、その抗体の配列中の相同な残
基を「標準」のKabat番号付与配列とアライメントすることによって決定することができ
る。
【００１２】
　可変ドメイン内には3つの領域があり、これらは超可変性であり、より高度に保存され
た4つのフレームワーク領域内に順に配置されている。これらの超可変CDRは、抗原認識を
主に担う。重鎖可変ドメインのCDRは、Kabatの番号付与方式によれば、残基31～35(CDR-H
1)、残基50～65(CDR-H2)、および残基95～102(CDR-H3)に位置している。しかしながら、C
hothiaによれば(Chothia, C.およびLesk, A.M. J. Mol. Biol., 1987, 196:901-917(非特
許文献5))、CDR-H1に相当するループは、残基26～残基32に及ぶ。したがって、「CDR-H1
」は、本明細書において使用される場合、Kabatの番号付与方式およびChothiaの位相幾何
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学的ループ定義の組合せによって説明されるように、残基26～残基35に位置するCDRも含
む。軽鎖可変ドメインのCDRは、Kabatの番号付与方式によれば、残基24～34(CDR-L1)、残
基50～56(CDR-L2)、および残基89～97(CDR-L3)に位置している。
【００１３】
　全抗体または特異的結合特性を保持している断片として天然に存在する抗体は、もとも
とは単一の種に由来していたが、人工的に作り出された抗体、例えばキメラ抗体は、複数
の動物種に由来してよい。これまで、マウス(マウスの)/ヒトキメラ抗体およびマウス/非
ヒト霊長類抗体が主として作製されているが、他の混成種の組合せも可能である。天然に
存在する抗体ポリペプチドおよび人工的に作り出された抗体ポリペプチド、ならびにそれ
らの誘導体および断片の多くの様々な構造が現在公知である。すべてに共通する特徴は、
1つまたは複数のポリペプチドが、1つまたは複数のエピトープ結合ドメインを介して抗原
結合特異性を保持しているということである。エピトープ結合は別にして、抗体ポリペプ
チドの機能特性は、どのような他の配列(例えば、エフェクター機能を活性化し、かつ/ま
たは他の細胞経路と相互に作用するFcドメインまたは他の配列)が存在するかによって異
なる場合がある。
【００１４】
　非免疫グロブリンの骨格またはフレームワーク中に組み入れられたエピトープ結合ドメ
イン(CDRまたは可変ドメインなど)を含むCD154結合タンパク質(例えば、Binz et al. 200
5 Nat Biotech 23:1257-1268(非特許文献6); Hosse et al. 2006 Protein Science 15:14
-27(非特許文献7)を参照されたい)は、低いエフェクター機能を示す場合がある。CD40へ
のCD154の結合に特異的に拮抗し、CD154-CD40複合体の下流での機能を低下させるか、ま
たは排除する新しい結合タンパク質を得ることが望ましいと考えられる。また、公知の抗
CD154抗体と比べて低いエフェクター機能を有する抗CD154抗体のようなCD154結合タンパ
ク質を得ることも望ましいと考えられる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】US 5,474,771
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Salazar-Fontana, L. I.およびB. E. Bierer (2001) Curr. Opin. Hema
t.8:5
【非特許文献２】Foy, T. M. et al. (1996) Ann. Rev. Immunol.14:591
【非特許文献３】Burkly, L. C. (2001) Adv. Exp.Med. Bio.、第489巻 D. M. Monroe et
 al.編 Kluwer Academic/Plenum Publishers、135頁
【非特許文献４】Kabat et al., 1987, Sequences of Proteins of Immunological Inter
est, US Department of Health and Human Services, NIH, USA
【非特許文献５】Chothia, C.およびLesk, A.M. J. Mol. Biol., 1987, 196:901-917
【非特許文献６】Binz et al. 2005 Nat Biotech 23:1257-1268
【非特許文献７】Hosse et al. 2006 Protein Science 15:14-27
【発明の概要】
【００１７】
　本発明は、ヒトCD154タンパク質でよいCD154タンパク質に特異的に結合する結合タンパ
ク質、例えば、単離された抗体、組換え抗体、もしくは合成抗体、またはそれらの断片も
しくは誘導体を提供することによって、これらおよび他の問題の解決法を提供する。それ
らの断片および誘導体を含む本発明の抗CD154抗体は、モノクローナル抗体、ポリクロー
ナル抗体、マウス抗体、キメラ抗体、霊長類化抗体、ヒト化抗体、または完全ヒト抗体で
よい。本発明の抗CD154抗体は、多量体、ヘテロ二量体、ヘミ二量体(hemidimeric)、一価
、二価、四価、二重特異性でよく、単鎖抗体およびそれらの誘導体も含まれ得る。
【００１８】
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　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、CD154に
対して高い選択性を有し、また、いくつかの態様において、例えば、抗CD154抗体5c8(US 
5,474,771において説明されているように、ATCCアクセッション番号HB10916で寄託された
ハイブリドーマによって産生された;またはヒト化5c8)と比べて低い1つまたは複数のエフ
ェクター機能も有する。本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体のうちいくつ
かは、CD154結合に関して一価である。
【００１９】
　本発明のCD154結合タンパク質および抗CD154抗体(抗体断片および抗体誘導体を含む)は
、CD40へのCD154の結合を阻害するのに有用であり、高い特異性で、例えば、20pM～1.5μ
M(両端の数値を含む)の範囲のIC50でこれを行う。特定の態様において、本発明のCD154結
合タンパク質、例えば、抗CD154抗体は、20pm～500pm、50pm～500pm、または100pm～500p
mの範囲のIC50を有してよい。特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質および
抗CD154抗体(抗体断片および抗体誘導体を含む)は、CD40活性を実質的に刺激(agonize)し
ない。
【００２０】
　本発明の特定の態様は、ヒトCD154に対して高親和性を示すCD154結合タンパク質、例え
ば抗CD154抗体に関する。例えば、特定の態様において、CD154結合タンパク質、例えば抗
CD154抗体は、表面プラズモン共鳴(例えば、Biacore(登録商標))によって決定された場合
、50nM～1pM(両端の数値を含む)の範囲のKDでヒトCD154(ヒトCD40L)から解離する。例え
ば、ヒトCD154に対するKDは、50pm～1pm、20pm～1pm、またはさらに10pm～1pmでよい。い
くつかの態様において、ヒトCD154に対するKDは、20pMより小さい。他の態様において、
ヒトCD154に対するKDは、10pMより小さい。
【００２１】
　特定の態様において、本発明は、その結合親和性に基づいたCD154結合の飽和濃度また
はそれ以上で存在する場合に、最初にCD154に添加された場合にはCD154に対する抗体5c8
の結合を阻止することができ、かつ抗体5c8をCD154に添加した後に添加された場合にはCD
154に結合している抗体5c8と置き換わることもできる、CD154結合タンパク質、例えば抗C
D154抗体を提供する。
【００２２】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合し、かつ、CDR-H1(SE
Q ID NO：3)、CDR-H2(SEQ ID NO：4)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：5)より選択される1つも
しくは複数のCDR重鎖(H)配列を含むか、またはそれらからなる結合タンパク質、例えば抗
体を提供する。さらなる態様において、CD154結合タンパク質または抗体は、CDR-H1(SEQ 
ID NO：3)、CDR-H2(SEQ ID NO：4)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：5)より選択される少なく
とも2つのCDRを含むか、またはそれらからなる。さらに別の態様において、結合タンパク
質または抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：3)、CDR-H2(SEQ ID NO：4)、およびCDR-H3(SEQ ID 
NO：5)である3つのCDR H配列すべてを含むか、またはそれらからなる。
【００２３】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合し、かつ、CDR-L1(SE
Q ID NO：6)、CDR-L2(SEQ ID NO：7)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：8)より選択される1つも
しくは複数のCDR軽鎖(L)配列を含むか、またはそれらからなる結合タンパク質、例えば抗
体を提供する。さらなる態様において、CD154結合タンパク質または抗体は、CDR-L1(SEQ 
ID NO：6)、CDR-L2(SEQ ID NO：7)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：8)より選択される少なく
とも2つのCDRを含むか、またはそれらからなる。さらに別の態様において、CD154結合タ
ンパク質または抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：6)、CDR-L2(SEQ ID NO：7)、およびCDR-L3(S
EQ ID NO：8)である3つのCDR L配列すべてを含むか、またはそれらからなる。
【００２４】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合し、かつ、CDR-L1(SE
Q ID NO：6)、CDR-L2(SEQ ID NO：7)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：8)を含むか、またはそ
れらからなる結合タンパク質、例えば抗体を提供し、ここで、この結合タンパク質または
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抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：3)、CDR-H2(SEQ ID NO：4)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：5)を
さらに含むか、またはそれらからなる。
【００２５】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合する結合タンパク質
、例えば抗体を提供し、ここで、このCD154結合タンパク質または抗体は、SEQ ID NO：1
、SEQ ID NO：9、SEQ ID NO：10、およびSEQ ID NO：11より選択されるVH配列を含むか、
またはそれらからなる。特定の他の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的
に結合する結合タンパク質、例えば抗体を提供し、ここで、このCD154結合タンパク質ま
たは抗体は、SEQ ID NO：12およびSEQ ID NO：13より選択される重鎖配列を含むか、また
はそれらからなる。
【００２６】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合する結合タンパク質
、例えば抗体を提供し、ここで、このCD154結合タンパク質または抗体は、SEQ ID NO：2
およびSEQ ID NO：14より選択されるVL配列を含むか、またはそれらからなる。特定の態
様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合する結合タンパク質、例えば抗
体を提供し、ここで、このCD154結合タンパク質または抗体は、SEQ ID NO：15の軽鎖配列
を含むか、またはそれからなる。
【００２７】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合する結合タンパク質
、例えば抗体を提供し、ここで、このCD154結合タンパク質または抗体は、SEQ ID NO：2
およびSEQ ID NO：14より選択されるVL配列ならびにSEQ ID NO：1、SEQ ID NO：9、SEQ I
D NO：10、およびSEQ ID NO：11より選択されるVH配列を含むか、またはそれらからなる
。特定の他の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合する結合タンパ
ク質、例えば抗体を提供し、ここで、このCD154結合タンパク質または抗体は、SEQ ID NO
：15の軽鎖配列ならびにSEQ ID NO：12およびSEQ ID NO：13より選択される重鎖配列を含
むか、またはそれらからなる。他の態様において、CD154結合タンパク質または抗体は、S
EQ ID NO：15の軽鎖配列およびSEQ ID NO：13の重鎖配列を含むか、またはそれらからな
る。
【００２８】
　他の態様において、本発明は、CD154に特異的に結合し、かつ、CDR-H1(SEQ ID NO：42)
、CDR-H2(SEQ ID NO：43)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：44)より選択される1つまたは複数
の重鎖(H)CDR配列を含むか、またはそれらからなる結合タンパク質、例えば抗体に関する
。さらなる態様において、結合タンパク質または抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：42)、CDR-H
2(SEQ ID NO：43)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：44)より選択される少なくとも2つのCDRを
含むか、またはそれらからなる。さらに別の態様において、結合タンパク質または抗体は
、CDR-H1(SEQ ID NO：42)、CDR-H2(SEQ ID NO：43)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：44)であ
る3つのCDR H配列すべてを含むか、またはそれらからなる。
【００２９】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合する結合タンパク質
、例えば抗体を提供し、ここで、この結合タンパク質または抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：
45)、CDR-L2(SEQ ID NO：46)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：47)より選択される1つまたは複
数のCDR軽鎖(L)配列を含むか、またはそれらからなる。さらなる態様において、結合タン
パク質または抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：45)、CDR-L2(SEQ ID NO：46)、およびCDR-L3(S
EQ ID NO：47)より選択される少なくとも2つのCDRを含むか、またはそれらからなる。さ
らに別の態様において、結合タンパク質または抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：45)、CDR-L2(
SEQ ID NO：46)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：47)である3つのCDR L配列すべてを含むか、
またはそれらからなる。
【００３０】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質または抗CD154抗体は、上記のCDR-
L1、CDR-L2、およびCDR-L3のうち1つもしくは複数の軽鎖CDRを含むか、もしくはそれらか
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らなる相補的配列、または上記のCDR-H1、CDR-H2、およびCDR-H3のうち1つもしくは複数
の重鎖CDRを含むか、もしくはそれらからなる相補的配列をそれぞれ含む。したがって、
特定の態様において、本発明の結合タンパク質または抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：42)、C
DR-H2(SEQ ID NO：43)、またはCDR-H3(SEQ ID NO：44)、およびCDR-L1(SEQ ID NO：45)、
CDR-L2(SEQ ID NO：46)、またはCDR-L3(SEQ ID NO：47)を含むか、またはそれらからなる
。
【００３１】
　特定の態様において、本発明は、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体を提供し、
ここで、この結合タンパク質または抗体は、次の3つのCDR L配列：CDR-L1(SEQ ID NO：45
)、CDR-L2(SEQ ID NO：46)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：47)を含むか、またはそれらから
なり、かつ、この結合タンパク質または抗体は、次の3つのCDR H配列：CDR-H1(SEQ ID NO
：42)、CDR-H2(SEQ ID NO：43)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：44)をさらに含むか、または
それらからなる。
【００３２】
　さらなる態様において、本発明は、CD154に特異的に結合し、かつ、SEQ ID NO：54の可
変軽鎖(VL)配列を含むか、またはそれからなる結合タンパク質、例えば抗体を提供する。
本発明はまた、SEQ ID NO：56の可変重鎖(VH)配列を含むか、またはそれからなるCD154結
合タンパク質または抗CD154抗体にも関する。特定の態様において、本発明のCD154結合タ
ンパク質または抗CD154抗体は、SEQ ID NO：54のVL配列およびSEQ ID NO：56のVH配列の
両方を含むか、またはそれらからなってよい。
【００３３】
　他の態様において、本発明は、CD154に特異的に結合するCD154結合タンパク質、例えば
抗CD154抗体に関し、ここで、このCD154結合タンパク質または抗CD154抗体は、CDR-H1(SE
Q ID NO：48)、CDR-H2(SEQ ID NO：49)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：50)より選択される1
つまたは複数の重鎖(H)CDR配列を含むか、またはそれらからなる。さらなる態様において
、CD154結合タンパク質または抗CD154抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：48)、CDR-H2(SEQ ID N
O：49)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：50)より選択される少なくとも2つのCDRを含むか、ま
たはそれらからなる。さらに別の態様において、CD154結合タンパク質または抗CD154抗体
は、CDR-H1 (SEQ ID NO：48)、CDR-H2 (SEQ ID NO：49)、およびCDR-H3 (SEQ ID NO：50)
である3つのCDR H配列すべてを含むか、またはそれらからなる。
【００３４】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合するCD154結合タンパ
ク質、例えば抗CD154抗体を提供し、ここで、このCD154結合タンパク質または抗CD154抗
体は、CDR-L1(SEQ ID NO：51)、CDR-L2(SEQ ID NO：52)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：53)
より選択される1つまたは複数のCDR軽鎖(L)配列を含むか、またはそれらからなる。さら
なる態様において、CD154結合タンパク質または抗CD154抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：51)
、CDR-L2(SEQ ID NO：52)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：53)より選択される少なくとも2つ
のCDRを含むか、またはそれらからなる。さらに別の態様において、CD154結合タンパク質
または抗CD154抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：51)、CDR-L2(SEQ ID NO：52)、およびCDR-L3(
SEQ ID NO：53)である3つのCDR L配列すべてを含むか、またはそれらからなる。
【００３５】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、上記のCD
R-L1、CDR-L2、およびCDR-L3のうち1つもしくは複数の軽鎖CDRを含むか、もしくはそれら
からなる相補的配列、または上記のCDR-H1、CDR-H2、およびCDR-H3のうち1つもしくは複
数の重鎖CDRを含むか、もしくはそれらからなる相補的配列をそれぞれ含む。したがって
、特定の態様において、本発明の抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：48)、CDR-H2(SEQ ID NO：4
9)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：50)より選択されるCDR H、またはCDR-L1(SEQ ID NO：51)
、CDR-L2(SEQ ID NO：52)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：53)より選択されるCDR Lを含むか
、またはそれからなる。
【００３６】
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　特定の態様において、本発明は、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体を提供し、
ここで、このCD154結合タンパク質または抗CD154抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：51)、CDR-L
2(SEQ ID NO：52)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：53)である3つのCDR L配列すべてを含むか
、またはそれらからなり、かつ、この結合タンパク質、例えば抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO
：48)、CDR-H2(SEQ ID NO：49)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：50)である3つのCDR H配列す
べてをさらに含むか、またはそれらからなる。
【００３７】
　さらなる態様において、本発明は、CD154に特異的に結合するCD154結合タンパク質、例
えば抗CD154抗体を提供し、ここで、このCD154結合タンパク質または抗CD154抗体は、SEQ
 ID NO：58のVL配列を含むか、またはそれからなる。さらなる態様において、抗体は、SE
Q ID NO：60のVH配列を含むか、またはそれからなる。さらなる態様において、抗体は、S
EQ ID NO：60のVH配列およびSEQ ID NO：58のVL配列を含むか、またはそれらからなる。
【００３８】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質は、SEQ ID NO：62に記載の軽鎖配
列およびSEQ ID NO：65に記載の重鎖配列を含む。他の態様において、本発明のCD154結合
タンパク質は、SEQ ID NO：63に記載の軽鎖配列およびSEQ ID NO：66に記載の重鎖配列を
含む。
【００３９】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質は、SEQ ID NO：68に記載の軽鎖配
列およびSEQ ID NO：71に記載の重鎖配列を含む。他の態様において、本発明のCD154結合
タンパク質は、SEQ ID NO：69に記載の軽鎖配列およびSEQ ID NO：72に記載の重鎖配列を
含む。他の態様において、CD154結合タンパク質は、SEQ ID NO：68、SEQ ID NO：69、SEQ
 ID NO：71、およびSEQ ID NO：72に記載の配列のうち少なくとも1つを含む。
【００４０】
　SEQ ID NO：3～8のCDR配列は、ラットモノクローナル抗体342に由来する。本発明の代
替の態様において、抗CD154抗体は、SEQ ID NO：29のVHドメイン配列およびSEQ ID NO：3
0のVLドメイン配列を含むラット342抗体である。本発明はまた、SEQ ID NO：31およびSEQ
 ID NO：32より選択される少なくとも1つの配列を含むか、またはそれらからなる、単離
されたDNA分子、組換えDNA分子、または合成DNA分子も提供する。さらに、SEQ ID NO：33
およびSEQ ID NO：34より選択される少なくとも1つの配列を含むベクターも提供される。
【００４１】
　本発明はまた、本明細書において開示する抗CD154抗体のいずれか1つが結合するのと同
じエピトープに選択的に結合するCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体(例えば、342
抗体、381抗体、および338抗体ならびにそれらのエピトープ結合配列)も提供する。特に
、本発明の抗体342および抗体338は、本明細書において説明するように、抗CD154抗体5c8
を用いた競合アッセイ法において第1の抗体または第2の抗体として使用した場合に、同様
のCD154結合特性を示す。
【００４２】
　したがって、特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO：12またはSEQ ID NO：13に記
載の重鎖配列を含み、かつSEQ ID NO：15に記載の軽鎖配列を含む(342のFab断片およびFa
b'断片を含む)ヒト化抗体が結合するのと同じエピトープに結合し、かつ、本明細書にお
いて説明するように、抗CD154抗体5c8を用いた競合アッセイ法において第1の抗体または
第2の抗体として使用した場合に、同様のCD154結合特性を示すCD154結合タンパク質およ
び抗CD154抗体を提供する。他の態様において、本発明は、SEQ ID NO：58に記載のVLドメ
イン配列を含み、かつSEQ ID NO：60に記載のVHドメイン配列を含む(338抗体の可変配列
を含む)ヒト化抗体が結合するのと同じエピトープに結合し、かつ、本明細書において説
明するように、抗CD154抗体5c8を用いた競合アッセイ法において同様のCD154結合特性を
示すCD154結合タンパク質および抗CD154抗体を提供する。
【００４３】
　本発明のCD154結合タンパク質に関する上記の態様のいずれかにおいて、結合タンパク
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質はペグ化されてよい。CD154結合タンパク質が抗CD154抗体、抗体ポリペプチド、または
その断片もしくは誘導体である態様において、抗体の重鎖、軽鎖、または両方の鎖がペグ
化されてよい。
【００４４】
　本発明はまた、SEQ ID NO：16、SEQ ID NO：17、SEQ ID NO：18、およびSEQ ID NO：25
より選択される少なくとも1つの配列を含むか、またはそれらからなる、単離されたDNA分
子、組換えDNA分子、および/または合成DNA分子も提供する。
【００４５】
　特定の態様において、本発明はまた、

より選択される少なくとも1つの配列を含むか、またはそれらからなる、単離されたDNA分
子、組換えDNA分子、および/または合成DNA分子も提供する。
【００４６】
　他の態様において、本発明は、SEQ ID NO：28およびSEQ ID NO：41より選択される少な
くとも1つの配列を含むか、またはそれらからなる、単離されたDNA分子、組換えDNA分子
、および/または合成DNA分子を提供する。
【００４７】
　本発明はまた、本発明の単離されたDNA分子、組換えDNA分子、および/または合成DNA分
子のいずれか1つを含むベクターも提供する。1つの態様において、ベクターは、SEQ ID N
O：25、SEQ ID NO：26、SEQ ID NO：27、SEQ ID NO：28、およびSEQ ID NO：41より選択
される少なくとも1つの配列を含む。
【００４８】
　さらなる態様において、本発明は、SEQ ID NO：55およびSEQ ID NO：57より選択される
少なくとも1つの配列を含むか、またはそれらからなる、単離されたDNA分子、組換えDNA
分子、および/または合成DNA分子を提供する。いくつかの態様において、本発明は、SEQ 
ID NO：55およびSEQ ID NO：57の両方を含むか、またはそれらからなる、単離されたDNA
分子、組換えDNA分子、および/または合成DNA分子を提供する。
【００４９】
　さらなる態様において、本発明は、SEQ ID NO：59およびSEQ ID NO：61より選択される
少なくとも1つの配列を含むか、またはそれらからなる、単離されたDNA分子、組換えDNA
分子、および/または合成DNA分子を提供する。いくつかの態様において、本発明は、SEQ 
ID NO：59およびSEQ ID NO：61の両方を含むか、またはそれらからなる、単離されたDNA
分子、組換えDNA分子、および/または合成DNA分子を提供する。
【００５０】
　エフェクター機能に寄与する配列を含むCD154結合タンパク質および抗CD154抗体に関す
る本発明の態様のいずれかにおいて、該結合タンパク質または抗CD154抗体は、本明細書
の別の箇所で説明するように、Fc領域を有する抗CD154抗体と比べて低いエフェクター機
能を引き出すように、さらに選択または操作されてよい。例えば、Fc領域配列も定常領域
配列も含まないか、または機能的なFc領域配列もしくは定常領域配列を欠いているCD154
結合タンパク質および抗CD154抗体を、本発明において使用するために選択してよい。
【００５１】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質および抗CD154抗体は、CD154への
結合に関して一価であり、好ましくは、対象に投与された場合に、二価の抗CD154抗体の
ような比較可能なCD154結合タンパク質と比べて低いエフェクター機能を引き出す。
【００５２】
　他の特定の態様において、Fc領域配列または定常領域配列は、CD154結合タンパク質、
例えば抗CD154抗体ポリペプチド中に存在する場合には、天然、親、または未修飾のFc領
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域配列または定常領域配列を含む対照抗CD154抗体と比べて、1つまたは複数のエフェクタ
ー機能を低下または排除する1つまたは複数の修飾(例えば、アミノ酸の置換、挿入、付加
物、または欠失)を含むように選択または操作されてよい。
【００５３】
　本発明のいくつかの態様において、Fc領域は、存在する場合、IgG1抗体、IgG2抗体、Ig
G3抗体、もしくはIgG4抗体のFc領域であるか、またはそれらに由来する。いくつかの態様
において、ハイブリッドFc領域、すなわち、IgG1/IgG4ハイブリッドFc配列が使用され得
る。特定の態様において、Fc領域は、IgG4 Fc配列を含むか、またはIgG4抗体に由来する
。1つまたは複数のエフェクター機能を低下させる、様々なFc領域の任意のハイブリッド
組合せが本発明によって使用され得ることを理解すべきである。
【００５４】
　他の特定の態様において、本明細書においてさらに説明するように、抗体のFc部分のグ
リコシル化が減少させられるか、もしくは排除されるか、または抗体のグリコシル化プロ
ファイルが改変される。特定の態様において、CD154結合タンパク質または抗CD154抗体ポ
リペプチドは、保存されたN結合型グリコシル化部位またはその近くに修飾を有するFc領
域を有するCH2ドメインを含む。保存されたN結合型グリコシル化部位の修飾は、重鎖グリ
コシル化部位中またはその近くに変異を含んでよく、この変異は、その部位でのグリコシ
ル化を低減、改変、または妨害する。さらなる態様において、修飾は、変異N298Q(EU Kab
at番号付与を用いるとN297)を含む。特定の態様において、修飾は、CH2ドメイングリカン
またはその一部分の除去を含む。特定の代替態様において、修飾は、グリコシル化部位で
の成熟したN-グリカンの形成を妨害する。
【００５５】
　いくつかの態様において、本発明は、SEQ ID NO：5、SEQ ID NO：44、およびSEQ ID NO
：50より選択される重鎖CDR3配列ならびに変種Fc領域を含むCD154結合タンパク質、例え
ば抗CD154抗体に関し、この変種Fc領域は第1のアミノ酸残基およびN-グリコシル化部位を
含み、この第1のアミノ酸残基は、側鎖化学反応またはアミノ酸置換によって修飾されて
、未修飾の第1のアミノ酸残基と比べて増大した立体容積または増加した静電荷を実現し
、それによって、N-グリコシル化部位でのグリコシル化のレベルを低下させるか、または
そうでなければグリコシル化を改変する。これらの態様のうちいくつかにおいて、変種Fc
領域は、対照の非変種Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える。
【００５６】
　特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO：5、SEQ ID NO：44、およびSEQ ID NO：50
より選択される重鎖 CDR3配列ならびに変種Fc領域を含むCD154結合タンパク質、例えば抗
CD154抗体に関し、この変種Fc領域は第1のアミノ酸残基およびN-グリコシル化部位を含み
、この第1のアミノ酸残基はシステインチオールを含み、それによって、N-グリコシル化
部位でのグリコシル化のレベルを低下させるか、またはグリコシル化を改変し、ここで、
変種Fc領域は低いエフェクター機能を与える。
【００５７】
　特定の態様において、前述の変種Fc領域を含む抗CD154抗体の第1のアミノ酸残基および
N-グリコシル化部位は、N結合型グリコシル化モチーフの近くまたはその内部にある。さ
らなる態様において、N結合型グリコシル化モチーフは、アミノ酸配列NXTまたはNXSを含
む。特定の態様において、N結合型グリコシル化モチーフは、アミノ酸配列NXTを含む。特
定の態様において、N-グリコシル化部位は、Kabatの番号付与方式によれば、アミノ酸297
番に位置する。さらなる態様において、修飾された第1のアミノ酸残基は、Kabatの番号付
与方式によれば、アミノ酸299番である。
【００５８】
　上記の態様のいくつかにおいて、本明細書において説明する結合タンパク質を含む抗体
または抗体断片のいずれか1つによって示される低いエフェクター機能は、Fcレセプター(
FcR)への減少した結合である。特定の態様において、Fcレセプター(FcR)は、FcγRI、Fc
γRII、およびFcγRIII、ならびに、例えばFcγRIIaのようなそれらの1つまたは複数のサ
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ブタイプより選択される。いくつかの態様において、FcR結合は、少なくとも約1.5分の1
もしくはそれ以下、約2分の1もしくはそれ以下、約3分の1もしくはそれ以下、約4分の1も
しくはそれ以下、約5分の1もしくはそれ以下、約6分の1もしくはそれ以下、約7分の1もし
くはそれ以下、約8分の1もしくはそれ以下、約9分の1もしくはそれ以下、約10分の1もし
くはそれ以下、約15分の1もしくはそれ以下、約50分の1もしくはそれ以下、または約100
分の1もしくはそれ以下に減少する。
【００５９】
　特定の態様において、本明細書において説明する1つまたは複数の低いエフェクター機
能を有する本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、特異的なエフェクター
レセプターにもエフェクターレセプターのサブタイプにも結合しない。これらの態様のう
ちいくつかにおいて、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、FcγRIIaに結合しな
い。
【００６０】
　特定の態様において、本明細書において説明する抗体のいずれか1つによって示される
低いエフェクター機能は、補体タンパク質への減少した結合である。いくつかの態様にお
いて、補体タンパク質はC1qである。特定の態様において、補体タンパク質への減少した
結合は、約1.5分の1もしくはそれ以下、約2分の1もしくはそれ以下、約3分の1もしくはそ
れ以下、約4分の1もしくはそれ以下、約5分の1もしくはそれ以下、約6分の1もしくはそれ
以下、約7分の1もしくはそれ以下、約8分の1もしくはそれ以下、約9分の1もしくはそれ以
下、約10分の1もしくはそれ以下、または約15分の1もしくはそれ以下である。
【００６１】
　本発明のさらなる態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は
、Fc領域中に1つまたは複数の修飾または変化を含み、グリコシル化されておらず、かつ
、対象に投与された場合に1つまたは複数の低いエフェクター機能を引き出す。
【００６２】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、対象に投
与された場合に、抗CD154抗体5c8の投与が引き起こすよりも少ない血栓塞栓性作用を引き
起こす。
【００６３】
　本発明の特定の態様において、前述の変種Fc領域を含むCD154結合タンパク質または抗C
D154抗体の修飾された第1のアミノ酸残基は、機能的部分に連結されている。さらなる態
様において、機能的部分は、ブロッキング部分、検出可能部分、診断的部分、もしくは治
療的部分、またはそれらの組合せである。特定の態様において、ブロッキング部分は、例
えば、システイン付加物、混合ジスルフィド、ポリエチレングリコール、またはポリエチ
レングリコールマレイミドでよい。特定の態様において、検出可能部分は、例えば、蛍光
性部分、発光性部分、または同位体部分でよい。診断的部分が使用される態様において、
診断的部分は、容態、疾患、または障害の存在を明らかにすることができる場合がある。
他の態様において、治療的部分、例えば、抗炎症剤、抗癌剤、抗神経変性剤、CD154以外
の分子に対して選択的である抗体、または抗感染剤などを使用してよい。
【００６４】
　本発明の特定の態様において、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、修飾され
たアミノ酸残基を含み、この修飾により、部位特異的ペグ化のためのような、機能的部分
へのタンパク質または抗体の部位特異的結合が可能になる。特定の態様において、修飾さ
れたアミノ酸残基は、システインまたは混合ジスルフィドの付加物によって修飾されたシ
ステイン残基である。したがって、特定の態様において、CD154結合タンパク質は、修飾
されたアミノ酸残基、例えば、システイン残基またはリジン残基においてペグ化されてい
る抗CD154抗体ポリペプチドである。特定の態様において、抗CD154抗体は、PEG-マレイミ
ドでペグ化されたFab断片またはFab'断片である。
【００６５】
　本発明はまた、核酸、例えば、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体をコ
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ードするDNA配列も提供する。本発明のDNA配列は、例えば、化学的処理によって作製され
る合成DNA、cDNA、ゲノムDNA、またはそれらの任意の組合せを含んでよい。本発明はさら
に、本発明の1つまたは複数の核酸、例えばDNA配列を含むクローニングベクターまたは発
現ベクターも提供する。本発明はまた、いくつかの態様において、前述の合成核酸、単離
された核酸、および/または組換え核酸のいずれかを含むベクターにも関する。
【００６６】
　本発明はまた、本発明のDNA配列またはベクターを含む宿主細胞を提供する。特定の局
面において、本発明は、宿主細胞にCD154結合タンパク質または抗CD154抗体を産生させる
のに適した条件下で、前述のベクターのいずれかを含む宿主細胞を培養する段階を含む、
CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体を産生させるための方法に関する。いくつかの
態様において、この方法は、宿主細胞培養物からCD154結合タンパク質または抗CD154抗体
を回収する段階を含む。
【００６７】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質、抗CD154抗体、または核酸は、放
射性同位体、酵素、色素、またはビオチンでよい検出可能マーカーで標識される。他の特
定の態様において、本発明の抗体は、例えば、ラジオアイソトープ、放射性核種、毒素、
トキソイド、CD154以外に特異的な抗体ポリペプチドまたは断片(すなわち、二重特異性抗
体もしくは多重特異性抗体を作製する)、または化学療法剤でよい、少なくとも1つの他の
治療物質に結合される。さらに別の態様において、本発明の抗体は、標識部分であり得る
造影剤に結合される。標識物質はまた、ビオチン、蛍光性部分もしくは発光性部分、放射
性部分、ヒスチジンタグ、またはペプチドタグでよい。
【００６８】
　本発明はまた、本明細書において説明するCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体の
配列変種、およびそれらをコードする核酸配列にも関する。本発明の配列変種は、好まし
くは、本発明のポリペプチドまたはそれをコードする核酸配列と少なくとも90％、91％、
92％、93％、または94％の同一性を共有する。より好ましくは、配列変種は、アミノ酸レ
ベルまたは核酸レベルで、少なくとも95％、96％、97％、または98％の同一性を共有する
。最も好ましくは、配列変種は、本発明のポリペプチドまたはそれをコードする核酸配列
と少なくとも99％、99.5％、99.9％、またはそれ以上の同一性を共有する。
【００６９】
　したがって、本発明は、

の配列に少なくとも80％、85％、90％、92％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99
.5％、99.9％、または100％同一である配列を含む、単離されたタンパク質を提供する。
【００７０】
　特定の態様において、本発明のキメラ抗CD154抗体ポリペプチド、ヒト化抗CD154抗体ポ
リペプチド、またはヒト抗CD154抗体ポリペプチドは、例えば、dAb、Fab、Fab'、scFv、F
v、ジスルフィド結合されたFvであるか、またはCD154結合に関して特異的かつ一価である
、VHドメインまたはVLドメインのような単一の免疫グロブリン可変ドメインを含む。本発
明のある種のCD154結合タンパク質、例えば、キメラ抗CD154抗体ポリペプチド、ヒト化抗
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CD154抗体ポリペプチド、またはヒト抗CD154抗体ポリペプチドは、本発明の1つ、2つ、ま
たはそれ以上のCDRおよび代替の骨格配列または普遍的な(universal)フレームワーク配列
を含む。特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質および抗CD154抗体は、可変
重鎖(VH)および可変軽鎖(VL)より選択される単一の可変ドメインを含む。
【００７１】
　本発明はまた、CD154への結合に関して一価であり、機能的部分を欠く同じポリペプチ
ドと比べてインビボでのその半減期を延長する機能的部分に結合しているCD154結合タン
パク質、例えば、キメラ抗CD154抗体ポリペプチド、ヒト化抗CD154抗体ポリペプチド、ま
たはヒト抗CD154抗体ポリペプチドも提供する。特定の態様において、機能的部分は、ポ
リエチレングリコールを含むか、またはそれからなる。特定の態様において、機能的部分
は、ヒト血清アルブミンのようなアルブミン分子を含むか、またはそれからなる。したが
って、本発明は、CD154に特異的かつ一価的に結合し、かつ、結合されたポリエチレング
リコールを欠く同じポリペプチドと比べてインビボでの半減期が長い、PEG結合CD154結合
タンパク質、例えば、PEG結合キメラ抗CD154抗体ポリペプチド、ヒト化抗CD154抗体ポリ
ペプチド、またはヒト抗CD154抗体ポリペプチドを提供する。
【００７２】
　本発明はまた、少なくとも1つの本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体を
含み、いくつかの態様において、薬学的に許容される担体をさらに含んでよい、薬学的組
成物も提供する。本発明の薬学的組成物は、任意で、例えば、免疫抑制性もしくは免疫調
節性の化合物もしくは作用物質;または診断用物質などの付加的な生物活性物質または治
療物質をさらに含んでよい。特定の態様において、組成物は、本明細書において説明する
ように、抗CD154抗体342または338のエピトープ特異性を有するペグ化された抗CD154 Fab
'抗体の治療的有効量を含む。
【００７３】
　本発明はさらに、CD40シグナル伝達によって全部または一部が媒介されるヒトの容態、
障害、疾患、または前記のもののいずれかの症状を処置または予防するための方法であっ
て、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体を含む薬学的組成物の治療的有効
量を、それを必要とする対象に投与する段階を含み、その結果、容態、疾患、または障害
の療法または予防が実現される方法を提供する。
【００７４】
　本発明はまた、CD40シグナル伝達によって全部または一部が媒介される1つもしくは複
数の免疫応答、自己免疫応答、もしくは炎症応答、または前記のもののいずれかの症状を
抑制または予防するための方法であって、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154
抗体を含む薬学的組成物の治療的有効量を、それを必要とする対象に投与する段階を含み
、その結果、治療的応答または予防的応答が実現される方法も提供する。特定の態様にお
いて、この方法は、全身性エリテマトーデス(SLE)の徴候を提示しているか、またはそれ
と診断された対象を処置するのに使用される。他の態様において、この方法は、例えば関
節リウマチ(RA)のようなリウマチ性容態の徴候を提示しているか、またはそれと診断され
た対象を処置するのに使用される。
【００７５】
　本発明は、CD154への結合に関して一価であるヒト抗体ポリペプチドを提供する。特定
の態様において、CD154への結合に関して一価であるヒト抗体ポリペプチドは、その結合
親和性に基づいたCD154結合の飽和濃度またはそれ以上で存在する場合に、最初にCD154に
添加された場合にはCD154に対する抗体5c8の結合を阻止し、かつまた、抗体5c8を添加し
た後に添加された場合にはCD154に結合している抗体5c8と置き換わる。特定の態様におい
て、ヒト抗体ポリペプチドは、PEG結合されている。特定の態様において、ヒト抗体ポリ
ペプチドは、Fcドメインを含まない。上記の態様のいくつかにおいて、CD154結合タンパ
ク質またはヒト抗体ポリペプチドは、CD40に結合しているCD154とは置き換わらない。
【００７６】
　特定の態様において、本発明は、CD154への結合に関して一価であるペグ化された抗CD1
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54 Fab'抗体を提供し、さらに、関節リウマチのような関節炎または全身性エリテマトー
デス(SLE)の1つまたは複数の症状を処置または予防するための方法であって、ペグ化され
た抗CD154 Fab'抗体を含む薬学的組成物の治療的有効量を、それを必要とする対象に投与
する段階を含み、その結果、治療的応答または予防的応答が実現される方法も提供する。
[請求項101]
 CDR-H1(SEQ ID NO:3)、CDR-H2(SEQ ID NO:4)、およびCDR-H3(SEQ ID NO:5)より選択され
る1つまたは複数の重鎖CDR配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項102]
 CDR-L1(SEQ ID NO:6)、CDR-L2(SEQ ID NO:7)、およびCDR-L3(SEQ ID NO:8)より選択され
る1つまたは複数の軽鎖CDR配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項103]
 3つの重鎖CDR配列すべてを含む、請求項101記載のCD154結合タンパク質。
[請求項104]
 3つの軽鎖CDR配列すべてを含む、請求項102記載のCD154結合タンパク質。
[請求項105]
 3つの軽鎖CDR配列すべておよび3つの重鎖CDR配列すべてを含む、請求項101または請求項
102記載のCD154結合タンパク質。
[請求項106]
 SEQ ID NO:1、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、およびSEQ ID NO:11より選択されるVH配列
を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項107]
 SEQ ID NO:2およびSEQ ID NO:14より選択されるVL配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項108]
 SEQ ID NO:2およびSEQ ID NO:14より選択されるVL配列を含み、かつ、SEQ ID NO:1、SEQ
 ID NO:9、SEQ ID NO:10、およびSEQ ID NO:11より選択されるVH配列をさらに含む、CD15
4結合タンパク質。
[請求項109]
 SEQ ID NO:29のVH配列およびSEQ ID NO:30のVL配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項110]
 SEQ ID NO:15の軽鎖配列と、SEQ ID NO:12およびSEQ ID NO:13より選択される重鎖配列
とを含む、CD154結合タンパク質。
[請求項111]
 重鎖配列がSEQ ID NO:13である、請求項110記載のCD154結合タンパク質。
[請求項112]
 ペグ化されている、請求項110または111記載のCD154結合タンパク質。
[請求項113]

より選択される配列を含む、単離されたDNA分子、組換えDNA分子、または合成DNA分子。
[請求項114]
 SEQ ID NO:25、SEQ ID NO:26、SEQ ID NO:27、SEQ ID NO:28、SEQ ID NO:33、およびSEQ
 ID NO:34より選択される配列を含む、単離されたDNA分子、組換えDNA分子、または合成D
NA分子。
[請求項115]
 SEQ ID NO:28またはSEQ ID NO:41に示される配列を含む、単離されたDNA分子、組換えDN
A分子、または合成DNA分子。
[請求項116]
 CDR-H1(SEQ ID NO:42)、CDR-H2(SEQ ID NO:43)、およびCDR-H3(SEQ ID NO:44)より選択
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される1つまたは複数の重鎖CDR配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項117]
 CDR-L1(SEQ ID NO:45)、CDR-L2(SEQ ID NO:46)、およびCDR-L3(SEQ ID NO:47)より選択
される1つまたは複数の軽鎖CDR配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項118]
 3つの重鎖CDR配列すべてを含む、請求項116記載のCD154結合タンパク質。
[請求項119]
 3つの軽鎖CDR配列すべてを含む、請求項117記載のCD154結合タンパク質。
[請求項120]
 3つの軽鎖CDR配列すべておよび3つの重鎖CDR配列すべてを含む、請求項116または請求項
117記載のCD154結合タンパク質。
[請求項121]
 CDR-H1(SEQ ID NO:48)、CDR-H2(SEQ ID NO:49)、およびCDR-H3(SEQ ID NO:50)より選択
される1つまたは複数の重鎖CDR配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項122]
 CDR-L1(SEQ ID NO:51)、CDR-L2(SEQ ID NO:52)、およびCDR-L3(SEQ ID NO:53)より選択
される1つまたは複数の軽鎖CDR配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項123]
 3つの重鎖CDR配列すべてを含む、請求項121記載のCD154結合タンパク質。
[請求項124]
 3つの軽鎖CDR配列すべてを含む、請求項122記載のCD154結合タンパク質。
[請求項125]
 3つの軽鎖CDR配列すべておよび3つの重鎖CDR配列すべてを含む、請求項121または請求項
122記載のCD154結合タンパク質。
[請求項126]
 SEQ ID NO:56のVH配列およびSEQ ID NO:54のVL配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項127]
 SEQ ID NO:58のVH配列およびSEQ ID NO:60のVL配列を含む、CD154結合タンパク質。
[請求項128]
 SEQ ID NO:55に示される配列およびSEQ ID NO:57に示される配列を含む、単離されたDNA
分子、組換えDNA分子、または合成DNA分子。
[請求項129]
 SEQ ID NO:59に示される配列およびSEQ ID NO:61に示される配列を含む、単離されたDNA
分子、組換えDNA分子、または合成DNA分子。
[請求項130]
 請求項113～115、128、および129のいずれか一項記載の単離されたDNA分子、組換えDNA
分子、または合成DNA分子を含む、ベクター。
[請求項131]
 請求項130記載のベクターを含む、宿主細胞。
[請求項132]
 免疫グロブリンFc領域を欠く、請求項101、116、および121のいずれか一項記載のCD154
結合タンパク質。
[請求項133]
 IgG1抗体、IgG2抗体、IgG3抗体、またはIgG4抗体より選択されるFc領域を含む、請求項1
01、116、および121のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項134]
 Fc領域が、IgG4 Fc配列を含むか、またはIgG4抗体に由来する、請求項133記載のCD154結
合タンパク質。
[請求項135]
 天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域をさらに
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含む、請求項101、116、および121のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項136]
 変種Fc領域が、複数のIg Fcドメインタイプに由来する配列を含むハイブリッドFc領域で
ある、請求項135記載のCD154結合タンパク質。
[請求項137]
 IgG1/IgG4ハイブリッドFc配列を含む、請求項135記載のCD154結合タンパク質。
[請求項138]
 抗体のFc部分のCH2ドメイン中の保存されたN結合型グリコシル化部位に修飾をさらに含
む、請求項101、116、および121のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項139]
 修飾が重鎖グリコシル化部位中またはその近くに変異を含み、該変異が、該部位でのグ
リコシル化を低減、改変、または妨害する、請求項138記載のCD154結合タンパク質。
[請求項140]
 SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:44、およびSEQ ID NO:50より選択される重鎖CDR3配列と変種Fc
領域とを含むCD154結合タンパク質であって、該変種Fc領域が第1のアミノ酸残基およびN-
グリコシル化部位を含み、該第1のアミノ酸残基が側鎖化学反応によって修飾されて、未
修飾の第1のアミノ酸残基と比べて増大した立体容積または増加した静電荷を実現し、そ
れによって、該N-グリコシル化部位でのグリコシル化のレベルを低下させ、該変種Fc領域
が低いエフェクター機能を与える、CD154結合タンパク質。
[請求項141]
 SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:44、およびSEQ ID NO:50より選択される重鎖CDR3配列と変種Fc
領域とを含むCD154結合タンパク質であって、該変種Fc領域が第1のアミノ酸残基およびN-
グリコシル化部位を含み、該第1のアミノ酸残基がシステインチオールを含み、それによ
って、該N-グリコシル化部位でのグリコシル化のレベルを低下させ、該変種Fc領域が天然
Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える、CD154結合タンパク質。
[請求項142]
 グリコシル化されていない、請求項101～112、116～127、および132～141のいずれか一
項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項143]
 低いエフェクター機能が、Fcレセプター(FcR)への減少した結合である、請求項135～137
および140～141のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項144]
 結合が、約1.5分の1もしくはそれ以下、約2分の1もしくはそれ以下、約3分の1もしくは
それ以下、約4分の1もしくはそれ以下、約5分の1もしくはそれ以下、約6分の1もしくはそ
れ以下、約7分の1もしくはそれ以下、約8分の1もしくはそれ以下、約9分の1もしくはそれ
以下、約10分の1もしくはそれ以下、約15分の1もしくはそれ以下、約50分の1もしくはそ
れ以下、または約100分の1もしくはそれ以下に減少している、請求項143記載のCD154結合
タンパク質。
[請求項145]
 Fcレセプター(FcR)が、FcγRI、FcγRII、FcγRIIa、およびFcγRIIIより選択される、
請求項143記載のCD154結合タンパク質。
[請求項146]
 低いエフェクター機能が、補体タンパク質への減少した結合である、請求項135～137お
よび140～141のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項147]
 補体タンパク質がC1qである、請求項146記載のCD154結合タンパク質。
[請求項148]
 補体タンパク質への減少した結合が、約1.5分の1もしくはそれ以下、約2分の1もしくは
それ以下、約3分の1もしくはそれ以下、約4分の1もしくはそれ以下、約5分の1もしくはそ
れ以下、約6分の1もしくはそれ以下、約7分の1もしくはそれ以下、約8分の1もしくはそれ
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以下、約9分の1もしくはそれ以下、約10分の1もしくはそれ以下、または約15分の1もしく
はそれ以下である、請求項146または147記載のCD154結合タンパク質。
[請求項149]
 代替の骨格を含む、請求項101～112、116～127、および132～148のいずれか一項記載のC
D154結合タンパク質。
[請求項150]
 普遍的な(universal)フレームワークを含む、請求項101～112、116～127、および132～1
48のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項151]
 可変重鎖および可変軽鎖より選択される単一の可変ドメインを含む、請求項101～112、1
16～127、および132～148のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項152]
 CD154結合タンパク質であって、その結合親和性に基づいたCD154結合の飽和濃度または
それ以上で存在する場合に、最初にCD154に添加された場合にはCD154に対する抗体5c8の
結合を阻止し、かつ抗体5c8を添加した後に添加された場合にはCD154に結合している抗体
5c8と置き換わる、CD154結合タンパク質。
[請求項153]
 抗CD154抗体がエフェクターレセプターに結合しない、請求項101～112、116～127、およ
び132～152のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項154]
 対象に投与された場合に、抗体5c8の投与が引き起こすよりも少ない血栓塞栓性作用を引
き起こす、請求項101～112、116～127、および132～153のいずれか一項記載のCD154結合
タンパク質。
[請求項155]
 抗CD154抗体、抗体ポリペプチド、もしくはその断片を含むか、またはそれらからなる、
請求項101～112、116～127、および132～154のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質
。
[請求項156]
 モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、マウス抗体、キメラ抗体、霊長類化抗体、
ヒト化抗体、および完全ヒト抗体より選択される、請求項155記載の抗CD154抗体。
[請求項157]
 多量体抗体、ヘテロ二量体抗体、ヘミ二量体(hemidimeric)抗体、四価の抗体、二重特異
性抗体、および単鎖抗体、ならびにそれらの誘導体より選択される、請求項155記載の抗C
D154抗体。
[請求項158]
 修飾された第1のアミノ酸残基が機能的部分に連結されている、請求項101～112、116～1
27、および132～157のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項159]
 機能的部分が、ブロッキング部分、検出可能部分、診断的部分、および治療的部分より
選択される、請求項158記載のCD154結合タンパク質。
[請求項160]
 機能的部分が、システイン付加物、混合ジスルフィド、ポリエチレングリコール、およ
びポリエチレングリコールマレイミドより選択されるブロッキング部分である、請求項15
8記載のCD154結合タンパク質。
[請求項161]
 機能的部分が、蛍光性部分、発光性部分、および同位体部分より選択される検出可能部
分である、請求項158記載のCD154結合タンパク質。
[請求項162]
 機能的部分が、疾患または障害の存在を明らかにすることができる診断的部分である、
請求項158記載のCD154結合タンパク質。
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[請求項163]
 機能的部分が、抗炎症剤、抗癌剤、抗神経変性剤、CD154以外に対する抗体またはその断
片、および抗感染剤より選択される治療的部分である、請求項158記載のCD154結合タンパ
ク質。
[請求項164]
 修飾された第1のアミノ酸残基においてペグ化されている、請求項101～112、116～127、
および132～163のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質。
[請求項165]
 PEG-マレイミドでペグ化されている、請求項164記載のCD154結合タンパク質。
[請求項166]
 請求項101～112、116～127、および132～165のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質
または抗CD154抗体と、適切な薬学的担体とを含む、組成物。
[請求項167]
 免疫抑制性または免疫調節性の化合物または作用物質をさらに含む、請求項166記載の組
成物。
[請求項168]
 請求項101～112、116～127、および132～165のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質
または抗CD154抗体をコードする、単離された核酸。
[請求項169]
 請求項168記載の核酸を含む、ベクター。
[請求項170]
 請求項169記載の核酸を含む、宿主細胞。
[請求項171]
 宿主細胞にCD154結合タンパク質を産生させるのに適した条件下で、請求項170記載の宿
主細胞を培養する段階を含む、CD154結合タンパク質を産生させるための方法。
[請求項172]
 CD40シグナル伝達によって全部または一部が媒介されるヒトの容態、障害、疾患、また
は前記のもののいずれかの症状を処置または予防するための方法であって、それを必要と
する対象に請求項166記載の薬学的組成物の治療的有効量を投与する段階を含む、方法。
[請求項173]
 CD40シグナル伝達によって全部または一部が媒介される1つもしくは複数の免疫応答、自
己免疫応答、もしくは炎症応答、または前記のもののいずれかの症状を抑制または予防す
るための方法であって、それを必要とする対象に請求項166記載の薬学的組成物の治療的
有効量を投与する段階を含む、方法。
[請求項174]
 炎症応答が、関節リウマチおよび全身性エリテマトーデスより選択される、請求項172ま
たは173記載の方法。
[請求項175]
 症状が全身性エリテマトーデスに関連しているか、または疾患が全身性エリテマトーデ
スである、請求項174記載の方法。
[請求項176]
 薬学的組成物が、抗体342または抗体338のエピトープ特異性を有するペグ化された抗CD1
54 Fab'抗体の治療的有効量を含む、請求項172～175のいずれか一項記載の方法。
[請求項177]
 抗CD154 Fab'抗体342を含む、請求項176記載の方法。
[請求項178]
 CD154への結合に関して一価であるヒト抗体ポリペプチド。
[請求項179]
 CD154への結合に関して一価であるヒト抗体ポリペプチドであって、その結合親和性に基
づいたCD154結合の飽和濃度またはそれ以上で存在する場合に、最初にCD154に添加された
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場合にはCD154に対する抗体5c8の結合を阻止し、かつ抗体5c8を添加した後に添加された
場合にはCD154に結合している抗体5c8と置き換わる、CD154への結合に関して一価である
ヒト抗体ポリペプチド。
[請求項180]
 請求項178または179記載のPEG結合ヒト抗体ポリペプチド。
[請求項181]
 Fcドメインを含まない、請求項180記載のヒト抗体ポリペプチド。
[請求項182]
 CD40に結合しているCD154とは置き換わらない、請求項101～112、116～127、および132
～165のいずれか一項記載のCD154結合タンパク質または請求項178～181のいずれか一項記
載のヒト抗体ポリペプチド。
[請求項183]
 請求項113～115、128、および129のいずれか一項記載のDNA分子または請求項168記載の
核酸の配列に少なくとも80%、85%、90%、92%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、99.5%、9
9.9%、または100%同一である配列を含む、単離された核酸。
[請求項184]

の配列に少なくとも80%、85%、90%、92%、94%、95%、96%、97%、98%、99%、99.5%、99.9%
、または100%同一である配列を含む、単離されたタンパク質。
【図面の簡単な説明】
【００７７】
【図１】抗CD154抗体342、381、および338の相補性決定領域(CDR)のアミノ酸配列を提供
する表である。
【図２】ラット抗CD154抗体342のVHドメインおよびVLドメインのアミノ酸配列および対応
するヌクレオチド配列を提供する表である。下線を施した配列は、リーダー(すなわちシ
グナル)ペプチドをコードするヌクレオチド配列に対応する。
【図３】実施例においてヒト化抗CD154抗体を作製するために使用されるヒトアクセプタ
ーフレームワークのアミノ酸配列および対応するヌクレオチド配列を提供する表である。
【図４】図3において示すフレームワーク中に342CDRがグラフティングされたVHドメイン
およびVLドメインのアミノ酸配列および対応するヌクレオチド配列を提供する表である。
【図５】ヒトアクセプターフレームワーク中に342CDRがグラフティングされ、かつ、いく
つかの重要なドナー残基が維持された、抗体342のVHドメイン(VH3 gH1およびVH4 gH1)の
アミノ酸配列および対応するヌクレオチド配列を提供する表である。
【図６】ヒトアクセプターフレームワーク中に342CDRがグラフティングされ、かつ、いく
つかの重要なドナー残基が維持された、抗体342のVLドメイン(VK1 gL4)のアミノ酸配列お
よび対応するヌクレオチド配列を提供する表である。
【図７】抗体342の完全な軽鎖(可変軽鎖領域および定常軽鎖領域)ならびに重鎖領域の配
列を提供する表である。シグナル/リーダーペプチドに対応する配列には下線を施してい
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る。
【図８】Fab(SEQ ID NO：28)型およびFab'(SEQ ID NO：41)型のグラフト342 gL4gH1を作
製するために使用された発現インサートのヌクレオチド配列である。シグナル/リーダー
配列には下線を施し、(実施例2において説明するように、大腸菌(E. coli)発現ベクター
中にクローニングするために使用される)制限部位は大文字で書き、太字で示している。
【図９】ラット342抗CD154抗体(ドナー)のアミノ酸配列と342抗体のヒト化において使用
されたヒト生殖細胞系(アクセプター)フレームワークの軽鎖および重鎖のアライメントを
示す。「軽鎖342」は、ラットVLドメイン配列である。「重鎖342」は、ラットVHドメイン
配列である。CDR残基は太字にし、下線を施している。アクセプターフレームワークの軽
鎖(2 1 1 O12; SEQ ID NO：35)ならびに重鎖(1-1 3-66; SEQ ID NO：37および1-1 4-59; 
SEQ ID NO：39)を示す。また、ヒト生殖細胞系アクセプターフレームワーク中へのCDRの
みのグラフトも示す(VK1 gL3、VH3 gH7およびVH4 gH6)。ある種のヒト化重鎖および軽鎖
において、342抗体のドナー残基はフレームワーク領域内で保持され、これらの重要なド
ナーフレームワーク残基は、太字イタリック体で示し、強調している。VK1 gL4のドナー
内容物は、R38、Y71、およびS85である。VH3 gH1のドナー内容物は、V24、M48、G49、T73
、およびV78である。VH4 gH1のドナー内容物は、M48、R71、およびV78である。示される
軽鎖のSEQ ID NOは、上から下に順に、SEQ ID NO：30(「342」)、SEQ ID NO：35(「2 1 1
 O12」)、SEQ ID NO：14(「342 gL3」)、およびSEQ ID NO：2(「342 gL4」)である。示さ
れる重鎖(VH3グラフト)のSEQ ID NOは、上から下に順に、SEQ ID NO：29(「342」)、SEQ 
ID NO：37(「1-1 3-66」)、SEQ ID NO：10(「342 gH7」)、およびSEQ ID NO：1(「342 gH
1」)である。示される重鎖(VH4グラフト)のSEQ ID NOは、上から下に順に、SEQ ID NO：2
9(「342」)、SEQ ID NO：39(「1-1 4-59」)、SEQ ID NO：9の変種(「VH4 gH6」(SEQ ID N
O：74))、およびSEQ ID NO：11の変種(「VH4 gH1」(SEQ ID NO：75))である。図9に示すS
EQ ID NO：9変種およびSEQ ID NO：11変種は、大腸菌で発現させると、(それぞれ図4およ
び図5での「Q」の代わりに)アミノ酸「E」で始まる。したがって、これらの変種SEQ ID N
O：9およびSEQ ID NO：11に対応するヌクレオチド配列は、「c」の代わりにヌクレオチド
「g」で始まるという点で、SEQ ID NO：19およびSEQ ID NO：21に示すヌクレオチド配列
と異なる。
【図１０】抗CD154抗体381のVLおよびVHのアミノ酸配列および対応するヌクレオチド配列
を提供する。CDRアミノ酸配列には下線を施している。
【図１１】抗CD154抗体338のVLおよびVHのアミノ酸配列および対応するヌクレオチド配列
を提供する。CDRアミノ酸配列には下線を施している。
【図１２】選択的リンパ球抗体法(Selected Lymphocyte Antibody Method)(SLAM)によっ
て単離されたラット抗ヒトCD154抗体を列挙した表である。この表は、Biacore(登録商標)
、CD40結合アッセイ法、およびICAM-1上方制御アッセイ法においてこれらの抗体を用いて
得られたKd値およびIC50値を提供する。抗体342を用いて得られたデータを強調している
。
【図１３】アグリコシル化された抗CD154抗体hu5c8(hu5c8 aglyP-huIgG4)のκ軽鎖のアミ
ノ酸配列および対応するヌクレオチド配列を提供する。
【図１４】アグリコシル化された抗CD154抗体hu5c8(hu5c8 aglyP-huIgG4)の重鎖のアミノ
酸配列および対応するヌクレオチド配列を提供する。変種をアグリコシル化するために起
こした変異(KabatのEU命名法ではS228P/T299A;残基226および297)には、成熟タンパク質
の配列中において下線を施し、太字で示す。
【図１５】アグリコシル化された抗CD154抗体hu342(hu342 aglyP-huIgG4)のκ軽鎖のアミ
ノ酸配列および対応するヌクレオチド配列を提供する。
【図１６】アグリコシル化された抗CD154抗体hu342(hu342 aglyP-huIgG4)の重鎖のアミノ
酸配列および対応するヌクレオチド配列を提供する。変種をアグリコシル化するために起
こした変異(KabatのEU命名法ではS228P/T299A;残基226および297)には、成熟タンパク質
の配列中において下線を施し、太字で示す。
【図１７】抗CD154抗体の例示的なFab'断片およびFab'断片の部位特異的ペグ化を示すゲ
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ルを示す。Fab'は、PEG-マレイミドをヒンジの1つのシステイン残基と反応させることに
よってペグ化した。
【図１８】Fab'断片および抗体-PEG結合体を含むヒト化342 gL4gH1抗体の様々な態様に関
して、Biacore(登録商標)、CD40結合アッセイ法、ICAM-1上方制御アッセイ法、およびCD4
0L競合結合アッセイ法において得られたKd値およびIC50値を提供する表である。
【図１９】対照の生理食塩水または様々な用量の抗CD154抗体のいずれかを与えられたカ
ニクイザルにおける抗TT(tetanus toxoid)IgGの力価の値を時間の関数として示した2つの
グラフを示す。上のグラフは、抗体処置およびTTによるチャレンジ後の第0～20日のIgG力
価の値を示し(一次免疫応答)、下のグラフは、30日目の抗体処置および2回目のTTチャレ
ンジ後の第30～50日の値を示す。
【図２０】様々な形式の抗CD154抗体を単一用量(hu5c8、アグリコシル5c8、およびアグリ
コシル342は20mg/kg、342Fab'-PEGおよび342DFM-PEGは40mg/kg)で与えられたカニクイザ
ルにおける抗TT(tetanus toxoid)IgGの力価の値を時間の関数として示したグラフである
。DFM-PEGは、ペグ化されたジマレイミド架橋で2つのFab'断片が架橋されている抗体断片
である。
【図２１】対照の生理食塩水または様々な用量の抗CD154抗体を与えられたカニクイザル
における抗TT(tetanus toxoid)IgMの力価の値を時間の関数として示したグラフである。
グラフは、TTチャレンジ後の第0～20日のIgM力価の値を示す(一次応答)。
【図２２】342Fab'-PEG抗体およびhu5c8抗体のカニクイザルにおける薬物動態を比較した
グラフである。
【図２３】各パネルに示したように(23A-A33;23B-338;23C-402;23D-381;23E-300;23F-294
;23G-335;23H-303)、第1の非標識抗CD154 Fab'と予め結合させた、CD154を発現するD1.1
ジャーカット細胞に対する標識342Fab'の結合の交差ブロッキングをフローサイトメトリ
ーによって解析した結果を示す(実施例9を参照されたい)。A33は、アイソタイプを一致さ
せた対照抗体であり、非特異的な交差ブロッキングが無いことを裏付ける。
【図２４】各パネルに示したように(24A-338;24B-402;24C-381;24D-303;24E-335;24F-300
;24G-294;24H-A33)、第1の非標識抗CD154 Fab'と予め結合させた、CD154を発現するD1.1
ジャーカット細胞に対する標識Hu5c8Fab'の結合の交差ブロッキングをフローサイトメト
リーによって解析した結果を示す(実施例9を参照されたい)。A33は、アイソタイプを一致
させた対照抗体であり、非特異的な交差ブロッキングが無いことを裏付ける。
【図２５】図25A～Fは、可溶性CD154タンパク質(ECD)またはCD40:CD154複合体に対する様
々な形態の342抗体およびHu5c8抗体の競合的結合をBiacore(登録商標)によって解析した
結果を示す。FL-完全長。CD40hFc-ヒトCD40融合タンパク質。
【図２６】Hu5c8抗CD154抗体、342Fab'-PEG抗CD154抗体、および対照抗体を用いて実施し
た実施例11で説明する血小板凝集アッセイ法(アッセイ法1)の結果を示すグラフである。1
つ目のパネルは、全IgGと共に形成されたCD40L複合体を用いて得られた結果を示し、2つ
目のパネルは、Fab'-PEGまたはジFab'-PEGと共に形成された複合体を示す。3つ目のパネ
ルは、トリFab'-PEGおよびアグリコシル化された抗CD154抗体hu342を用いて得られた結果
を示す。
【図２７】陽性対照抗体および陰性対照抗体を用いて実施した実施例11で説明する血小板
凝集アッセイ法(アッセイ法2)の結果を示すグラフである。これらの結果から、血小板凝
集が、陽性対照の抗CD154抗体および組換えヒト可溶性CD40L(sCD154)の複合体によって特
異的に亢進されることが実証される。
【図２８】ヒト(SEQ ID NO：76)およびマウス(SEQ ID NO：77)の可溶性CD40Lアミノ酸配
列の配列アラインメントを示す。ヒト配列とマウス配列の相違を赤色で表示する。Hu5c8
エピトープ配列を青色で表示する。内部残基には「｜」のしるしをつけている。ヒト残基
が可溶性マウスCD40L中に導入されている、配列の6つの領域(1～6)を選択した。
【図２９】342Fab'およびhu5c8Fab'の交差ブロッキングを実証する競合ELISAアッセイ法
の結果を示す(実施例14を参照されたい)。図29Aは、CD154に対するビオチン342Fab'の滴
定(titration)の結果を示す。濃度1nMが、曲線の直線部分上にある。図29Bは、CD154に対
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するビオチンhu5c8Fab'の滴定の結果を示す。濃度0.3nMが、曲線の直線部分上にある。図
29Cは、非標識342Fab'によるビオチン342およびビオチン5c8の交差ブロッキングを示す。
ch342 Fabはキメラ342Fab'である。図29Dは、非標識5c8Fab'によるビオチン342の交差ブ
ロッキングを示す。
【発明を実施するための形態】
【００７８】
発明の詳細な説明
　本明細書において説明する本発明をより完全に理解できるように、以下の詳細な説明を
述べる。他に規定されない限り、本明細書において使用される技術用語および科学用語は
すべて、本発明が関連する技術分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有
する。例示的な方法および材料を後述するが、本明細書において説明するものと同様また
は等価な方法および材料もまた、本発明の実践に際して使用され得、当業者には明らかで
あると考えられる。
【００７９】
　本出願の全体を通して、様々な特許、刊行物、および参考文献が参照される。これらの
特許、刊行物、および参考文献の開示内容は、その全体が参照により本出願の本明細書に
組み入れられる。
【００８０】
　当業者に公知である組換えDNA技術の一般的原理を述べた標準的な参考著作物には、Aus
ubel et al., Current Protocols In Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York
 (1998年、2001年の補遺);Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
 第2版、Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York (1989); Kaufman
 et al.編、Handbook Of Molecular And Cellular Methods In Biology And Medicine, C
RC Press, Boca Raton (1995); McPherson編、Directed Mutagenesis: A Practical Appr
oach, IRL Press, Oxford (1991)が含まれる。
【００８１】
　当業者に公知である免疫学の一般的原理を述べた標準的な参考著作物には、Harlowおよ
びLane, Antibodies: A Laboratory Manual, 第2版、Cold Spring Harbor Laboratory Pr
ess, Cold Spring Harbor, N. Y. (1999);ならびにRoitt et al., Immunology, 第3版、M
osby- Year Book Europe Limited, London (1993)が含まれる。当業者に公知である医学
生理学および医学薬理学の一般的原理を述べた標準的な参考著作物には、Fauci et al.編
、Harrison 's Principles Of Internal Medicine, 第14版、McGraw-Hill Companies, In
c. (1998)が含まれる。
【００８２】
定義
　本明細書において使用される場合、「CD154結合タンパク質」という用語は、CD154に特
異的に結合するか、または拮抗する、抗体を含む任意の分子を含む。したがって、本明細
書において使用される場合、抗CD154抗体は、CD154特異的結合タンパク質の1つのクラス
である。本発明のCD154結合タンパク質は、本明細書において開示する少なくとも1つ、好
ましくは2つ、3つ、またはそれ以上のCDRを含んでよい。CD154結合タンパク質または他の
このようなCD154拮抗物質は、古典的な抗体断片でも誘導体でもないが、それでもなお、C
D154エピトープ結合特異性を与えるアミノ酸配列および/または化学構造を含む化学種を
包含してよい。このようなCD154拮抗物質は、例えば、代替の骨格から作製することがで
きる(例えば、Binz et al. 2005 Nat Biotech 23:1257-1268およびHosse et al. 2006 Pr
otein Science 15:14-27を参照されたい)。このようなCD154結合タンパク質または拮抗物
質は、機能的に欠陥のある抗体Fc領域または本明細書において説明する異種の機能的部分
に融合させて、CD154結合タンパク質の半減期および/または他のインビボ特性を改善して
もよい。
【００８３】
　CD154結合タンパク質は、生体適合性のフレームワーク構造物中に組み入れられた、本
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明細書において説明する少なくとも1つのCDRを含んでよい。1つの例において、生体適合
性のフレームワーク構造物は、抗原に結合する1つまたは複数のアミノ酸配列(例えば、CD
R、可変ドメインなど)を局所的な表面領域において提示することができる立体配置的に安
定な構造支持体、またはフレームワーク、もしくは骨格を形成するのに十分であるポリペ
プチドまたはその一部分を含む。このような構造物は、天然に存在するポリペプチドもし
くはポリペプチド「フォールド」(構造モチーフ)でよいか、または天然に存在するポリペ
プチドもしくはフォールドと比べて、アミノ酸の付加、欠失、もしくは置換など1つまた
は複数の修飾を有してよい。これらの骨格は、ヒト、他の哺乳動物、他の脊椎動物、無脊
椎動物、植物、細菌、またはウイルスなど任意の種(または複数の種)のポリペプチドに由
来してよい。
【００８４】
　典型的には、生体適合性フレームワーク構造物は、免疫グロブリンドメイン以外のタン
パク質骨格または骨組み(skeleton)をベースとする。例えば、フィブロネクチン、アンキ
リン、リポカリン、ネオカルチノステイン(neocarzinostain)、シトクロムb、CP1亜鉛フ
ィンガー、PSTl、コイルドコイル、LACI-D1、Zドメイン、およびテンドラミサト(tendram
isat)ドメインをベースとするものが使用され得る(例えば、NygrenおよびUhlen, 1997, C
urrent Opinion in Structural Biology, 7, 463-469を参照されたい)。
【００８５】
　本発明に関して本明細書において使用される「抗体」という用語は、単離された抗体、
組換え抗体、または合成抗体、抗体結合体、または抗体誘導体を含む。「抗体」という用
語はしばしば、文脈において別段の定めも無く、他の意味で理解されもしない限り、抗原
結合断片を含む抗体断片を含むと意図される。抗原結合断片は、特異的結合において、完
全な抗体と競合する。一般には、Fundamental Immunology, 第7章(Paul, W.編、第2版、R
aven Press, N.Y. (1989))を参照されたい。抗原結合断片は、組換えDNA技術によって、
または完全な抗体の酵素的切断もしくは化学的切断によって作製することができる。いく
つかの態様において、抗原結合断片には、Fab、F(ab)2、Fab'、F(ab')2、F(ab')3、Fd、F
v、ドメイン抗体(dAb)、他の一価および二価の断片、相補性決定領域(CDR)断片、単鎖抗
体(例えば、scFv、scFab、およびscFabΔC)、キメラ抗体、ダイアボディ、トリアボディ
、ミニボディ、ナノボディ、ならびにそのポリペプチドへの特異的抗原結合を与えるのに
十分である抗体の少なくとも一部分を含むポリペプチド;ならびに前記のものの融合物お
よび誘導体が含まれる。例えば、HolligerおよびHudson, Nature Biotechnology 23:1126
-1136 (2005)ならびにHust et al., BMC Biotech 7:14 (2007)を参照されたい。
【００８６】
　「Fd断片」は、VHドメインおよびCH1ドメインからなる抗体断片であり;「Fv断片」は、
抗体の単一のアームのVLドメインおよびVHドメインからなり;「scFv断片」は、ペプチド
リンカーによって連結された重鎖可変領域(VH)および軽鎖可変領域(VL)を含む単鎖抗体で
あり;「scFab断片」は、ペプチドリンカーによって軽鎖に連結されたフラグメントディフ
ィカルト(fragment difficult)(Fd)を含む単鎖抗体であり;「scFabΔC」断片は、システ
インを含まないscFab変種であり(例えば、Hust et al.、前記を参照されたい);「dAb断片
」(単一ドメイン抗体)は、単一の可変ドメイン(例えば、VHドメインまたはVLドメイン)を
含む(Ward et al., Nature 341:544-546 (1989))。さらに、ダイアボディおよびトリアボ
ディもまた、含まれる。本発明のダイアボディおよびトリアボディには、例えば、ホモ二
量体およびヘテロ二量体のダイアボディおよびトリアボディが含まれる。例えば、特定の
態様において、トリアボディを構成する可変ドメインは、3つの異なるエピトープまたは
同一のエピトープに結合し得る。
【００８７】
　別段の定めが無い限り、または文脈において他の意味が暗示されない限り、本発明の「
抗体」には、全抗体およびその任意の抗原結合断片、1つまたは複数の修飾(例えば、アミ
ノ酸の挿入、欠失、置換、翻訳後修飾、またはその欠如など)を含み得る抗体誘導体また
は抗体変種(抗体結合体(すなわち、機能的部分に結合されるか、またはそれと結合した抗
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体またはその抗体結合断片)を含む)が含まれる。抗体結合体を含む抗体誘導体は、CD154
に特異的に結合する本発明の抗原結合断片をベースとしてよいか、またはそれを含んでよ
い。さらに、前述の抗体の態様は、マウス抗体、ハムスター抗体、ヤギ抗体、ウサギ抗体
、キメラ抗体、ヒト化抗体、または完全ヒト抗体、断片、誘導体、または結合体でよい。
本発明の特定の局面において、「抗体」という用語は、上記に挙げた抗体態様のうち1つ
または複数を除外してよいことが理解される;このような条件は、当業者に明らかである
と考えられる。
【００８８】
　「ペグ化」、「ポリエチレングリコール」、または「PEG」という用語は、ポリアルキ
レングリコール化合物またはその誘導体を含み、結合剤の有無も、結合部分または活性化
部分(例えば、チオール、トリフラート、トレシラート、アジリジン(azirdine)、オキシ
ラン、または好ましくはマレイミド部分、例えば、PEG-マレイミド)による誘導体化の有
無も問わない。他の適切なポリアルキレングリコール化合物には、マレイミドモノメトキ
シPEG、活性化されたPEGポリプロピレングリコールだけでなく、以下のタイプの荷電ポリ
マーまたは中性ポリマー、すなわちデキストラン、コロミン酸、または他の炭水化物ベー
スのポリマー、アミノ酸のポリマー、およびビオチン、ならびに他の親和性反応物誘導体
が含まれるが、それらに限定されるわけではない。
【００８９】
　「エフェクター機能」という用語は、抗体のFc領域または定常領域が免疫系のタンパク
質および/または細胞に結合する機能的能力を意味する。低いエフェクター機能有する抗
体およびそのような抗体を人工的に作り出すための方法は当技術分野において周知であり
(例えば、WO 05/18572、WO 05/03175、およびUS 6,242,195を参照されたい)、本明細書に
おいてさらに詳細に説明する。典型的なエフェクター機能には、補体タンパク質(例えば
、補体タンパク質C1q)、ならびに/またはFcレセプター(FcR)(例えば、FcγRI、FcγRII、
FcγRIIa、FcγRIII、および/もしくはFcγRIIIb)に結合する能力が含まれる。1つまたは
複数の前述の分子に結合できることの機能的意義には、オプソニン作用、食作用、抗原依
存性細胞障害(ADCC)、補体依存性細胞障害(CDC)、および/またはエフェクター細胞調節が
含まれるがそれらに限定されるわけではない。エフェクター機能の低下とは、抗体(また
はその断片)の可変領域の抗原結合活性を維持しつつ、結合親和性がたとえ低くても、同
様でも、同一でも、高くても、Fcがその同族レセプターまたは補体タンパク質もしくはエ
フェクター細胞に結合することによって少なくとも部分的に誘導される1つまたは複数の
生化学的活性または細胞活性の減少を意味する。本発明の特定の抗体は、低いエフェクタ
ー機能を示す。エフェクター機能の低下、例えば、Fcレセプターまたは補体タンパク質へ
のFc結合は、低下の倍率によって表すことができ(例えば、1.5分の1、および2分の1に低
下など)、例えば、当技術分野において公知の結合アッセイ法を用いて測定した結合活性
の低下率(パーセント)に基づいて算出することができる(例えば、WO 05/18572を参照され
たい)。
【００９０】
　文脈において特に必要とされない限り、単数形の用語は複数形を含むものとし、複数形
の用語は単数形を含むものとする。
【００９１】
　本明細書および特許請求の範囲の全体を通して、単語「含む(comprise)」または「含む
(comprises)」もしくは「含む(comprising)」などの変形は、記載された整数または整数
群を含むことを意味するが、他の任意の整数または整数群を除外することを意味しないと
理解される。
【００９２】
CD154
　CD154は、当技術分野において、CD40リガンド(CD40L)、CD40カウンターレセプター(CD4
0CR)、gp39、T-BAM、T細胞活性化分子、TRAF、TNF関連活性化タンパク質(TRAP)、および
腫瘍壊死因子リガンドスーパーファミリーメンバー5(TNFSF5)などいくつかの他の名称で



(27) JP 5721951 B2 2015.5.20

10

20

30

40

50

公知である(Gauchat et al., 1993 FEBS Lett. 315:259-266;Graf et al. 1992, Europ.J
. Immun. 22:3191-3194; Hollenbaugh et al., 1992 EMBO J. 11:4313-4321)。これらの
用語は、本出願の全体を通して同義的に使用される。抗体を含む本発明のCD154結合タン
パク質は、ヒトCD154に特異的に結合し、かつ、交差反応し、したがって他の種のCD154に
特異的に結合し得る。特定の態様において、抗体を含む本発明のCD154結合タンパク質は
、ヒトCD154、マウスCD154、または非ヒト霊長類CD154に特異的に結合する。
【００９３】
抗CD154抗体およびCD154結合タンパク質
　本明細書において使用される「抗CD154抗体」という用語は、CD154抗原上のエピトープ
に特異的に結合できる免疫グロブリン分子を意味する。抗CD154抗体は、天然供給源また
は組換え供給源に由来する完全な免疫グロブリンでよく、かつ、完全な免疫グロブリンの
免疫反応性部分でもよい。抗体は、典型的には、免疫グロブリン分子の四量体である。
【００９４】
　したがって、本発明の態様および方法のすべてにおいて言及される場合、「抗CD154抗
体」は、(別段の指示も無く、文脈において特に示唆もされない限り)、モノクローナル抗
体、ポリクローナル抗体、マウス抗体、ハムスター抗体、ヤギ抗体、ウサギ抗体、キメラ
抗体、霊長類化抗体、ヒト化抗体、(完全)ヒト抗体、多量体抗体、ヘテロ二量体抗体、ヘ
ミ二量体抗体、二価、三価、または四価の抗体、二重特異性抗体、単鎖抗体(例えば、scF
v、scFab、およびscFabΔC)、ビス-scFv、ダイアボディ、トリアボディ、またはテトラボ
ディ、単一ドメイン抗体、および修飾されたFab断片を包含する。特定の態様において、
抗CD154抗体は、単一の免疫グロブリン可変ドメインのみを含む抗体である。したがって
、一価抗体には、ただ1つの免疫グロブリン可変ドメイン(すなわち、単一の可変軽鎖また
は可変重鎖)を含み、CD154に特異的に結合する抗体が含まれる。さらに、本発明の抗CD15
4抗体は、CD154に対して一価、二価、または多価でよい。
【００９５】
　特定の態様において、低いエフェクター機能を有するCD154結合タンパク質、例えば抗C
D154抗体は、CD154抗原への特異的結合を維持するのに十分である、抗CD154抗体の任意の
一部分を含む。例えば、抗体は、単一の免疫グロブリン可変ドメイン、すなわちVHドメイ
ンまたはVLドメインのみを含んでよい。
【００９６】
　したがって、特定の態様において、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、抗体
断片である。抗体断片には、例えば、Fab断片、F(ab)2断片、Fab'断片、F(ab')2断片、F(
ab')3断片、単鎖F(v)断片、またはF(v)断片、および上記のいずれかのエピトープ結合断
片が含まれる(例えば、HolligerおよびHudson, 2005, Nature Biotech. 23(9):1126-1136
を参照されたい)。本発明の抗体断片を下記により詳細に説明する。
【００９７】
　1つの例において、CD154結合タンパク質または抗CD154抗体は、天然のヒンジ領域また
は修飾されたヒンジ領域を有する抗体(例えばIgG4サブタイプの抗体)または断片(例えばF
ab'断片)である。いくつかの修飾されたヒンジ領域が、例えば、US 5,677,425、WO 99/15
549、およびWO 98/25971において説明されている。別の例において、本発明の抗体は、WO
 05/003169、WO 05/003170、およびWO 05/003171において説明されている抗体のように、
定常領域が修飾されている。前述の抗CD154抗体、抗体誘導体、または抗体断片のいずれ
かを用いて、本発明の抗体結合体を形成させることができる。上記の抗体、断片、および
結合体のいずれかは、第2の抗CD154抗体と比べて低いエフェクター機能を引き出し得る。
【００９８】
　本発明の抗体分子は、任意のクラス(例えば、IgG、IgE、IgM、IgD、もしくはIgA)また
はサブクラスの免疫グロブリン分子のものでよい。抗体の定常領域ドメインは、存在する
場合には、抗体分子の提唱されている機能を考慮して選択してよい。例えば、定常領域ド
メインは、ヒトIgA、IgD、IgE、IgG、またはIgMのドメインでよい。特に、ヒトIgG、特に
IgG1、IgG2、IgG3、およびIgG4の定常領域ドメインが使用され得る。IgG2アイソタイプお



(28) JP 5721951 B2 2015.5.20

10

20

30

40

50

よびIgG4アイソタイプは、抗体エフェクター機能の低下または排除が望まれる治療的用途
のために抗体分子が用いられる特定の態様において使用され得る。あるいは、抗体エフェ
クター機能が必要とされる治療目的のために抗体分子が用いられる場合には、IgG1アイソ
タイプおよびIgG3アイソタイプが使用され得る。
【００９９】
　いくつかの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗体の1つまたは複数
のCDRは、1つまたは複数の免疫グロブリンドメイン、普遍的なフレームワーク、タンパク
質骨格、または免疫グロブリンドメイン以外のタンパク質骨格もしくは骨組みをベースと
する他の生体適合性フレームワーク構造物中に組み入れられてよい(NygrenおよびUhlen, 
1997, Curr. Opin. Strural Biol. 7:463-469; Saragovi et al, 1992, Bio/Technology 
10:773-779; Skerra, 2000, J. Mol. Recognition 13:167-187)。特定の態様において、
抗CD154抗体のCDRは、普遍的なフレームワーク(すなわち、様々なフレームワークの大集
団によって本来維持されている機能、特異性、または特性の最大限の多様性を作り出すた
めに使用され得るフレームワーク、US 6,300,064を参照されたい)中に組み入れられる。
他の態様において、代替の骨格(例えば、Binz et al. 2005 Nat Biotech 23:1257-1268お
よびHosse et al. 2006 Protein Science 15:14-27を参照されたい)が、本発明のCD154結
合タンパク質を作り出すために使用され得る。
【０１００】
　「抗CD154抗体」という用語はまた、合成抗体または組換えDNA技術を用いて作製された
組換え抗体、例えば、バクテリオファージによって発現された抗体も包含する。また、「
抗CD154抗体」という用語は、抗体をコードするDNA分子(DNA分子は、抗体タンパク質を発
現する)または抗体を指定するアミノ酸配列の合成によって作製された抗体も含むと解釈
されるべきであり、このDNA配列またはアミノ酸配列は、当技術分野において利用可能か
つ周知である合成DNA技術または合成アミノ酸配列技術を用いて得られた。
【０１０１】
　1つの態様において、本発明は、モノクローナル抗体である「抗CD154抗体」を提供する
。モノクローナル抗体とは、実質的に同種の抗体集団から得られた抗体を意味する。すな
わち、この集団を含む個々の抗体は、少量で存在し得る、天然に存在する可能性がある変
異を除いて同一である。「モノクローナル」という修飾語は、実質的に同種の抗体集団か
ら得られたものとして抗体の特徴を示し、任意の特定の方法による抗体の作製を必要とす
ると解釈されるべきではない。例えば、本発明に従って使用されるべきモノクローナル抗
体は、Kohler et al., Nature, 256:495 (1975)によって最初に説明されたハイブリドー
マ(マウスまたはヒト)法によって作製してよく、または組換えDNA法(例えばUS 4,816,567
を参照されたい)によって作製してよい。「モノクローナル抗体」はまた、例えば、Clack
son et al., Nature, 352:624-628 (1991)およびMarks et al., J. Mol. Biol., 222:581
-597 (1991)において説明されている技術を用いて、ファージ抗体ライブラリーから単離
することもできる。また、本発明の特定の態様が、CD154に特異的に結合する1つまたは複
数の異なるモノクローナル抗体を含む組成物、すなわち様々なエピトープ特異性を有する
、複数のモノクローナル抗体を含むポリクローナルな抗体組成物に関することも理解され
る。
【０１０２】
　本発明の別の態様において、「抗CD154抗体」とは、キメラ抗体、または抗体誘導体も
しくは抗体結合体、またはその抗原結合断片である抗体を意味する。典型的には、キメラ
抗体は、別の種(典型的にはヒト)の定常領域に融合された、1つの種(典型的にはマウス)
の重鎖可変領域および/または軽鎖可変領域(CDR残基およびフレームワーク領域の両方を
含む)を含む。これらのマウス/ヒトキメラ抗体は、約75％のヒトアミノ酸配列およびおよ
び25％のマウスアミノ酸配列を含む。ヒト配列は、抗体の定常領域に相当し、マウス配列
は、抗体の可変領域 (および、したがって抗原結合部位を含む)に相当する。
【０１０３】
　別の態様において、本発明のCD154結合タンパク質、抗CD154抗体には、1つの抗体に由
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来するフレームワーク領域および別の抗体に由来するCDR領域を含む可変ドメインを含む
抗体、抗体誘導体、および抗原結合断片が含まれる。
【０１０４】
　より具体的な態様において、本発明のCD154結合タンパク質および抗CD154抗体には、異
なるヒト抗体に由来するフレームワーク領域およびCDR領域を含むキメラ抗体が含まれる
。
【０１０５】
　前述のキメラ抗体のすべてを作製する方法は、当業者に周知である。例えば、US 5,807
,715; Morrison et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81(21):6851-5; Sharon et
 al. (1984) Nature 309(5966):364-7; Takeda et al. (1985) Nature 314(6010):452-4
を参照されたい。
【０１０６】
　本発明の特定の態様において、CD154に結合する抗CD154抗体は、インビボでの免疫応答
の間に高親和性抗体を産生する任意の種の細胞からの単離を可能にする、選択的リンパ球
抗体法(SLAM)(Babcook et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci, 93, 7843-7848; WO 92/0
2551; de Wildt et al., 1997, J. Immunol. Methods, 207:61-67およびLagerkvist, et 
al., 1995, BioTechniques 18:862-869)によって作製される。他の技術には、de Wildt e
t al., 1997, J. Immunol. Methods, 207:61-67およびLagerkvist et al., 1995, BioTec
hniques 18(5):862-869によって説明されているものが含まれる。上記の方法は、個々の
抗体産生細胞の単離に依拠し、次いでこれらの細胞をクローン増殖させ、続いて、抗CD15
4抗体を産生するクローンを求めてスクリーニングし、続いて、それらの可変重鎖(VH)遺
伝子および可変軽鎖(VL)遺伝子の配列を引き続き同定する。具体的なスクリーニング方法
は、WO 04/051268に詳述されている。このようにして、CD154に対する抗体に関して陽性
であるB細胞が単離される。B細胞は、ヒト、マウス、ラット、ハムスター、ウサギ、ヤギ
、または他の哺乳動物種に由来してよい。これらのB細胞中の抗体遺伝子は、例えば、従
来の組換えDNA技術によって、クローン化し、宿主細胞において発現させることができる
。特定の態様において、宿主細胞は大腸菌である。他の宿主細胞は下記に詳述する。これ
らの細胞において発現される抗体(Fab'断片のような抗体断片を含む)は、従来手段によっ
て精製することができる。抗体が非ヒト供給源に由来する場合、それらの遺伝子の変異誘
発のような従来の方法によって、これらの抗体をヒト化してよい。ヒト化抗体は、続いて
宿主細胞において発現させることができ、精製することができる。
【０１０７】
　モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ技術(KohlerおよびMilstein, Nature, 1975, 2
56:495-497)、トリオーマ技術、ヒトB細胞ハイブリドーマ技術(Kozbor et al., Immunolo
gy Today, 1983, 4, 72)、およびEBV-ハイブリドーマ技術(Cole et al., 「Monoclonal A
ntibodies and Cancer Therapy」、77～96頁、Alan R. Liss, Inc., 1985)など当技術分
野において公知である任意の方法によって調製することができる。組換え抗体を作り出す
ため、および製造するための方法は、当技術分野において周知である(例えば、US 4,816,
397; US 6,331,415; Simmons et al., 2002, Journal of Immunological Methods, 263, 
133-147; WO 92/02551; Orlandi et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 3833
; Riechmann et al., 1988, Nature, 322, 323; US 5,585,089; WO 91/09967; Mountain
およびAdair, 1992, Biotechnol. Genet.Eng. Rev, 10, 1-142; Verma et al., 1998, J.
 Immunol. Methods, 216:165-181; HolligerおよびHudson, 2005, Nature Biotech.23(9)
:1126-1136を参照されたい)。
【０１０８】
　本発明の抗体はまた、当技術分野において公知の様々なファージディスプレイ法を用い
て作製することもでき、Brinkman et al., 1995, J. Immunol.Methods, 182:41-50; Ames
 et al., 1995, J. Immunol. Methods, 184, 177-186; Kettleborough et al. 1994, Eur
. J. Immunol., 24, 952-958; Persic et al., 1997, Gene, 187, 9-18;およびBurton et
 al., 1994, Advances in Immunol., 57, 191-280; WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/0
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1047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982;およびWO 95/20401;ならびにUS 5,698,4
26;同5,223,409;同5,403,484;同5,580,717;同5,427,908;同5,750,753;同5,821,047;同5,5
71,698;同5,427,908;同5,516,637;同5,780,225;同5,658,727;同5,733,743;および同5,969
,108によって開示されているものが含まれる。
【０１０９】
　また、トランスジェニック(例えば、遺伝的に操作された)マウス、または他の哺乳動物
を含む他の生物を用いて、本発明の結合タンパク質および抗体を産生させることもできる
(例えばUS 6,300,129を参照されたい)。例えば、マウスの免疫遺伝子座の可変領域(重鎖
のVセグメント、Dセグメント、およびJセグメント、ならびに軽鎖のVセグメントおよびJ
セグメント)のみを対応するヒト可変配列で置き換えるように操作されたマウスを用いて
、ヒト可変配列を有する大量の高親和性抗体を産生させ得ることが公知である(例えば、U
S 6,586,251; US 6,596,541、およびUS 7,105,348を参照されたい)。
【０１１０】
　本発明の別の態様において、「抗CD154抗体」とは、霊長類化またはヒト化されている
抗体、抗体誘導体もしくは抗体結合体、または抗原結合断片を意味する。霊長類化抗体お
よびヒト化抗体は、典型的には、非ヒト霊長類抗体またはヒト抗体のV領域フレームワー
ク中にグラフティングされた、マウス抗体由来の重鎖CDRおよび/または軽鎖CDRを含み、
通常、ヒト定常領域をさらに含む。例えば、Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-3
27; US 6,054,297;同5,821,337;同5,770,196;同5,766,886;同5,821,123;同5,869,619;同6
,180,377;同6,013,256;同5,693,761;および同6,180,370を参照されたい。
【０１１１】
　このような霊長類化抗体またはヒト化抗体を使用する論理的根拠は、マウスCDRによっ
て与えられるマウス抗体の(ヒト)抗原特異性を保持するが、できるだけ多くのヒトフレー
ムワーク配列を用いることによって、マウス抗体の免疫原性(マウス抗体は、マウス以外
の種においてそれに対する免疫応答を引き起こすと考えられる)を減少させることである
。このような抗体は、免疫応答のような望まれない副作用を最小限に抑えるか、または無
くすために、ヒト療法において使用することができる。抗原特異的な非ヒト抗体から同種
の非ヒト霊長類のアクセプターフレームワーク上にグラフティングされたドナーCDRを含
み、ヒトにおける免疫原性を減少させた抗体が説明されている(US 2005/0208625; US 200
2/0062009; US 7,338,658)。
【０１１２】
　したがって、非ヒト(例えばマウス)抗体のヒト化型は、非ヒト免疫グロブリン配列およ
びヒト免疫グロブリン配列に由来する配列を含む、特異的キメラ免疫グロブリン、免疫グ
ロブリン鎖、またはそれらの断片(Fv、Fab、Fab'、F(ab')2、もしくは抗体の他の抗原結
合部分配列など)である。たいていは、ヒト化抗体は、レシピエント抗体の相補性決定領
域(CDR)に由来する残基が、所望の特異性、親和性、および能力を有する、マウス、ラッ
ト、またはウサギなどの非ヒト種(ドナー抗体)のCDRに由来する残基で置き換えられてい
るヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。場合によっては、ヒト免疫グロブリン
のFvフレームワーク領域(FR)残基が、対応する非ヒトFR残基で置き換えられる。
【０１１３】
　さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、移入されるCDR配列またはFR配列にも
存在しない残基を含んでもよい。これらの修飾は、抗体の性能をさらに改良し、最適化す
るために施される。一般に、ヒト化抗体は、すべてまたは実質的にすべてのCDR領域が非
ヒト免疫グロブリンのものに対応し、すべてまたは実質的にすべてのFR領域がヒト免疫グ
ロブリンのコンセンサス配列のものである少なくとも1つ、および典型的には2つの可変ド
メインの実質的にすべてを含んでよい。また、ヒト化抗体は、任意で、免疫グロブリン定
常領域の少なくとも一部分(Fc)、典型的にはヒト免疫グロブリンのものも含んでよい。
【０１１４】
　ヒト化抗体(例えば、抗体断片、および抗体誘導体または抗体結合体を含む)は、組換え
DNA技術によって作製することもでき、その際、抗原結合のために必要とされていないヒ
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ト免疫グロブリンの軽鎖または重鎖のアミノ酸の一部またはすべて(例えば、定常領域お
よび可変ドメインのフレームワーク領域)を用いて、非ヒト同族抗体の軽鎖または重鎖由
来の対応するアミノ酸を置換する。ヒト化抗体を作製するための方法は、抗体技術分野の
熟練者には周知である。例えば、EP 239400; Jones et al. (1986) Nature 321:522-525;
 Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science 239
:1534-1536; Queen et al. (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:10029; Orlandi et a
l. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:3833; US 6,180,370、および表面残基の抗体
ベニアリングを説明したEP 519596を参照されたい。
【０１１５】
　したがって、本発明の1つの態様において、抗CD154抗体とは、マウスもしくはラット(
または他の非ヒト)CDRをヒト抗体上に移植することによって作製された、ヒト化抗体(ヒ
ト化抗原結合断片およびヒト化抗体誘導体またはヒト化抗体結合体を非限定的に含む)を
意味する。より具体的には、このヒト化は、以下のようにして実現される：(1)抗体を分
泌するハイブリドーマまたはB細胞から、重鎖可変ドメインおよび軽鎖可変ドメインをコ
ードするcDNAを単離する;(2)CDRを含む可変ドメインのDNA配列を配列決定によって決定す
る。(3)部位特異的変異誘発により、CDRをコードするDNAをヒト抗体の重鎖可変ドメイン
または軽鎖可変ドメインをコードする配列の対応する領域に移入する;ならびに(4)所望の
アイソタイプのヒト定常領域遺伝子セグメント(例えば、CHに対する1およびCLに対するk)
を付加する。最後に、ヒト化した重鎖遺伝子および軽鎖遺伝子を哺乳動物宿主細胞(例え
ば、CHO細胞またはNS0細胞)において同時発現させて、可溶性ヒト化抗体を産生させる。
【０１１６】
　時折、ヒトフレームワークへのCDRの直接的移入により、結果として得られる結合タン
パク質または抗体の抗原結合親和性が失われることがある。いくつかの同族抗体において
、フレームワーク領域内のある種のアミノ酸がCDRと相互に作用し、それによって、抗体
の全体的な抗原結合親和性に影響を与えるため、抗原結合親和性の喪失が起こり得る。こ
のような場合、熟練した研究者は、同族抗体の抗原結合活性を保持するために、アクセプ
ター抗体のフレームワーク領域中に「復帰変異」を導入することが非常に重要であること
を理解すると考えられる。復帰変異を起こすための一般的なアプローチは、当業者には周
知である。例えば、Queen et al. (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:10029; Co et 
al. 1991. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88:2869-2873; WO 90/07861; Tempest 1991. Bio
technology 9:266-271を参照されたい。本発明の抗体の例示的な復帰変異には、ドナー内
容物として(under donor content)図9に示すような残基が含まれる。
【０１１７】
　特定の態様において、本発明の結合タンパク質または抗体は、ラクダ科の動物の免疫グ
ロブリン可変ドメインでもマウス免疫グロブリン可変ドメインでもないVHドメインを含ん
でよい。特定の態様において、抗体ポリペプチドは、ヒトVHドメインと比べてラクダ科の
動物の免疫グロブリン可変ドメインに特異的である1つまたは複数のアミノ酸を含まないV

Hドメインを含んでよい。
【０１１８】
　本発明の1つの態様において、「抗CD154抗体」とは、完全にヒト由来である抗体(抗原
結合断片および抗体誘導体または抗体結合体を含む)を意味する。完全「ヒト」抗体は、
ヒト免疫グロブリンに由来する配列(例えば、ヒト免疫グロブリンのコード配列から得ら
れる)を有する抗体ポリペプチドまたは免疫グロブリン可変ドメインを含む。「ヒト抗体
」という用語は、例えば、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域および定
常領域(存在する場合には)を有する抗体を含む。本明細書において抗体または可変ドメイ
ンのような断片に適用される「ヒト」という用語は、抗体ポリペプチド上へのヒト定常領
域配列のグラフティング(すなわち、非ヒト定常領域をヒト定常領域で置き換えること)に
よって、または非ヒト哺乳動物に由来する免疫グロブリン可変ドメイン上へのヒトV領域
フレームワーク配列のグラフティング(すなわち、Vドメインの非ヒトフレームワーク領域
をヒトフレームワーク領域で置き換えること)によって「ヒト化」された、別の種、例え
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ばマウスに由来する抗体を包含しない。相補性決定残基の合理的修飾を通じて免疫グロブ
リン可変領域をヒト化する方法は、説明されている(US 2006/0258852)。
【０１１９】
　特定の態様において、ヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列にコードされない
アミノ酸残基(例えば、インビトロでのランダム変異誘発もしくは部位特異的変異誘発に
よって、またはインビボでの体細胞変異によって導入された変異)を含んでよい。したが
って、特定の態様において、本発明は、1つまたは複数のフレームワーク領域(例えば、FW
1、FW2、FW3、および/またはFW4)を有する可変ドメインを含む抗CD154抗体であって、こ
のフレーム領域が、ヒト生殖系列抗体遺伝子セグメントにコードされた対応するフレーム
ワーク領域のアミノ酸配列と同じであるアミノ酸配列、またはヒト生殖系列抗体遺伝子セ
グメントにコードされた該対応するフレームワーク領域のアミノ酸配列と比べて、あわせ
て最大5個のアミノ酸相違を含む1つもしくは複数の該フレームワーク領域のアミノ酸配列
を含む、抗CD154抗体に関する。さらなる態様において、可変ドメインのフレームワーク
領域(FW1、FW2、FW3、およびFW4)のアミノ酸配列は、ヒト生殖系列抗体遺伝子セグメント
にコードされた対応するフレームワーク領域のアミノ酸配列と同じであるか、または、FW
1、FW2、FW3、およびFW4の配列は、ヒト生殖系列抗体遺伝子セグメントにコードされた対
応するフレームワーク領域の配列と比べて、あわせて最大10個のアミノ酸相違を含む。例
示的な生殖系列抗体遺伝子セグメントには、例えば、DP47、DP45、DP48、およびDPK9(US 
2006/0062784)、ならびに実施例および図面において説明するアクセプターフレームワー
ク配列をコードするセグメントが含まれる。
【０１２０】
　いくつかの態様において、ヒト抗体(抗体断片または可変ドメイン配列を含む)は、天然
に存在するヒト抗体に対して少なくとも85％のアミノ酸配列同一性(例えば、87％、90％
、93％、95％、97％、99％またはそれ以上の配列同一性を含む)を有する。
【０１２１】
　完全ヒト抗体またはヒト抗体は、ヒト抗体遺伝子(可変性(V)エキソン、多様性(D)エキ
ソン、連結(J)エキソン、および定常(C)エキソンを有する)を有するトランスジェニック(
例えば、ノックインのような遺伝的に操作された)マウス、またはヒト細胞由来のヒトV領
域、D領域、およびJ領域に由来してよい。例えば、免疫化した際に、内因性の免疫グロブ
リン産生の不在下で、ヒト抗体の完全なレパートリーを産生することができる、遺伝的に
操作された動物(例えばマウス)を作製することが現在可能である(例えば、Jakobovits et
 al., PNAS, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Brugg
ermann et al., Year in Immuno., 7:33 (1993);およびDuchosal et al. Nature 355:258
 (1992)を参照されたい)。トランスジェニック(例えば、ノックアウト、ノックイン、お
よび遺伝子置換などを含む遺伝的に操作された)マウス系統は、再配列されていないヒト
免疫グロブリン遺伝子に由来する遺伝子配列を含むように操作することができる。ヒト配
列は、ヒト抗体の重鎖および軽鎖の両方をコードしてよく、マウスにおいて正しく機能し
、再配列を経て、ヒトにおけるものと類似した広範囲の抗体レパートリーを提供すると思
われる。遺伝的に操作されたマウスを標的タンパク質(例えば、CD154、その断片、または
CD154を発現する細胞)で免疫化して、多様な多数の特異的抗体およびそれらをコードする
RNAを作り出すことができる。次いで、このような抗体の抗体鎖構成要素をコードする核
酸を、動物からディスプレイベクター中にクローニングすることができる。典型的には、
重鎖配列および軽鎖配列をコードする核酸の別々の集団をクローニングし、次いで、ベク
ターの任意の所与のコピーが重鎖および軽鎖のランダムな組合せを受け取るように、ベク
ター中に挿入する際にこれらの別々の集団を再び組み合わせる。ベクターは、ベクターを
含むディスプレイパッケージの外表面に抗体鎖が集められ、ディスプレイされ得るように
、抗体鎖を発現するように設計される。例えば、抗体鎖は、ファージの外表面に由来する
ファージコートタンパク質との融合タンパク質として発現され得る。その後、標的に結合
する抗体のディスプレイを得るために、ディスプレイパッケージをスクリーニングしてよ
い。
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【０１２２】
　さらに、ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリーに由来してよい(Hoogenboom 
et al., J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 
(1991); Vaughan et al. Nature Biotech 14:309 (1996), US 6,300,064)。合成のヒト抗
体V領域のランダムな組合せを使用する合成ファージライブラリーを作製してよい。抗原
に基づいた選択によって、V領域が天然に非常にヒトに似ている完全ヒト抗体を作製する
ことができる。US 6,794,132、同6,680,209、同4,634,666、およびOstberg et al. (1983
), Hybridoma 2:361-367を参照されたい。
【０１２３】
　ヒト抗体の作製に関しては、Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156 (1997)、Gre
enおよびJakobovits J. Exp. Med. 188:483-495 (1998)も参照されたい。ヒト抗体は、US
 5,939,598および同6,673,986においてさらに考察され、詳細に記述されている。US 6,11
4,598、同6,075,181、および同6,162,963もまた、参照されたい。また、US 6,150,584、U
S 6,713,610、US 6,657,103、US 2003/0229905 A1、US 2004/0010810 A1、US 2004/00936
22 A1、US 2006/0040363 A1、US 2005/0054055 A1、US 2005/0076395 A1、およびUS 2005
/0287630 A1も参照されたい。EP 0463151 B1、WO 94/02602、WO 96/34096、およびWO 98/
24893もまた、参照されたい。
【０１２４】
　代替のアプローチにおいて、他の研究者らは、「ミニ遺伝子座」アプローチを利用した
。ミニ遺伝子座アプローチにおいて、外因性Ig遺伝子座は、Ig遺伝子座に由来する細片(
個々の遺伝子)を含めることによって模倣される。したがって、1つまたは複数のVH遺伝子
、1つまたは複数のDH遺伝子、1つまたは複数のJH遺伝子、μ定常領域、および第2の定常
領域(好ましくはγ定常領域)が、動物に挿入するための構築物に形成される。このアプロ
ーチは、例えば、US 5,545,807、同5,545,806、同5,625,825、同5,625,126、同5,633,425
、同5,661,016、同5,770,429、同5,789,650、同5,814,318、同5,591,669、同5,612,205、
同5,721,367、同5,789,215、および同5,643,763に記載されている。また、その開示内容
の全体が参照により本明細書に組み入れられる、US 5,569,825、同5,877,397、同6,300,1
29、同5,874,299、同6,255,458、および同7,041,871も参照されたい。また、EP 0546073
、WO 92/03918、WO 92/22645、WO 92/22647、WO 92/22670、WO 93/12227、WO 94/00569、
WO 94/25585、WO 96/14436、WO 97/13852、およびWO 98/24884も参照されたい。Taylor e
t al. (1992 Nuc. Acids. Res., 20:6287)、Chen et al. (1993 Int. Immunol. 5:647)、
Tuaillon et al. (1993 PNAS USA. 90:3720-4)、Choi et al., (1993 Nature Genetics 4
:117)、Lonberg et al. (1994 Nature 368:856-859)、Taylor et al. (1994 Internation
al Immunology 6:579-591)、ならびにTuaillon et al. (1995 J Immunol. 154:6453-65)
、Fishwild et al. (1996 Nature Biotechnology 14:845)、およびTuaillon et al. (200
0 Eur J Immunol. 10:2998-3005)をさらに参照されたい。
【０１２５】
　本発明のより具体的な態様において、完全ヒト抗体は、インビトロで抗原刺激したヒト
脾細胞を用いて調製される(Boerner et al. 1991. J. Immunol. 147:86-95)。
【０１２６】
　本発明のより具体的な態様において、完全ヒト抗体は、レパートリークローニングによ
って調製される(Persson et al. 1991. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88:2432-2436; Huan
gおよびStollar 1991. J. Immunol. Methods 141:227- 236)。さらに、US 5,798,230では
、ヒトB細胞からのヒトモノクローナル抗体の調製を説明しており、その際、エプスタイ
ン・バー(Epstein-Barr)ウイルス、または不死化に必要とされるタンパク質であるエプス
タイン・バーウイルス核抗原 2 (「EBNA2」)を発現するその派生物に感染させることによ
ってヒト抗体産生B細胞が不死化される。続いて、EBNA2機能は停止され、結果として抗体
産生が増加する。
【０１２７】
　完全ヒト抗体を作製するための他の方法は、不活性化された内因性Ig遺伝子座を有し、
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再配列されていないヒト抗体重鎖遺伝子および軽鎖遺伝子に関してトランスジェニックで
ある非ヒト動物の使用を伴う。このようなトランスジェニック動物は、活性化したT細胞
またはD1.1タンパク質で免疫化することができ(US 5,474,771;同6,331,433;および同6,45
5,044)、それらに由来するB細胞からハイブリドーマを作製することができる。これらの
方法の詳細は、当技術分野において説明されている。例えば、US 5,789,650を含む、ヒト
Igミニ遺伝子座を含むトランスジェニックマウスに関する様々な刊行物/特許;US 6,075,1
81;同6,150,584;および同6,162,963;Green, 1997, Nature Genetics 7:13-21; Mendez, 1
997, Nature Genetics 15:146-56を含む、XENOMOUSE(登録商標)マウスに関する様々な刊
行物/特許;ならびにEP843961およびTomizuka, 1997, Nature Genetics 16:1433-43を含む
、「トランソミック(transomic)」マウスに関する様々な刊行物/特許を参照されたい。
【０１２８】
　本発明のCD154結合タンパク質および抗CD154抗体はまた、交差ブロッキング結合タンパ
ク質もしくは抗体、または、本明細書において説明する抗体のいずれかと同じエピトープ
に結合するか、もしくは密接に関連したエピトープもしくは共通の部分があるエピトープ
に結合する結合タンパク質もしくは抗体にも関する。交差ブロッキング結合タンパク質ま
たは抗体は、本明細書において説明する抗体のいずれかの結合を競合的に阻害するか、ま
たは妨害することができる。特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO：12またはSEQ I
D NO：13に記載の重鎖配列を含み、かつSEQ ID NO：15記載の軽鎖配列を含む(342のFab断
片およびFab'断片を含む)ヒト化抗体が結合するのと同じエピトープに結合し、かつ、本
明細書において説明するように、抗CD154抗体5c8を用いた競合アッセイ法において同様の
CD154結合特性を示す、CD154結合タンパク質および抗CD154抗体を提供する。他の態様に
おいて、本発明は、SEQ ID NO：58記載のVLドメイン配列およびSEQ ID NO：60記載のVHド
メイン配列(338抗体の可変配列)を含むヒト化抗体が結合するのと同じエピトープに結合
し、かつ、本明細書において説明するように、抗CD154抗体5c8を用いた競合アッセイ法に
おいて同様のCD154結合特性を示す、CD154結合タンパク質および抗CD154抗体を提供する
。
【０１２９】
　本発明の特定の態様において、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、ヒトCD15
4に対して高親和性を示す。例えば、特定の態様において、CD154結合タンパク質は、表面
プラズモン共鳴(例えば、Biacore(登録商標))によって決定された場合、50nM～1pM(両端
の数値を含む)の範囲のKDでヒトCD154(ヒトCD40L)から解離する。例えば、ヒトCD154に対
するKDは、25nM～1pM、10nM～1pM、5nm～1pM、1nM～1pM、0.5nM～1pM、0.1nM～1pM、75pM
～1pM、50pM～1pM、20pm～1pm、またはさらに10pm～1pmでよい。他の態様において、本発
明のCD154結合タンパク質は、表面プラズモン共鳴(例えば、Biacore(登録商標))によって
決定された場合、500pM～1pM(両端の数値を含む)の範囲のKDでヒトCD154から解離する。
いくつかの態様において、ヒトCD154に対するKDは、50pM未満である。例えば、本発明の
いくつかの態様において、CD154結合タンパク質は、20pM未満のKDでヒトCD154から解離し
、本発明のいくつかの態様において、CD154結合タンパク質は、10pM未満のKDでヒトCD154
から解離する。特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質は、高い親和性でCD1
54に結合するが、結合されたCD154をCD40から移動させない。抗体親和性は、当技術分野
において公知の方法によって増強することができる(例えば、構造に基づくコンピュータ
ー設計を用いた抗体の親和性増強を説明しているClark et al. 2006 Protein Sci. 15(5)
:949-60、および酵母表面ディスプレイを用いて所望の特性を有するscFvを単離し、人工
的に作り出す方法を説明しているChao et al. 2006 Nat Protoc 1:755-768を参照された
い)。
【０１３０】
　前述の1つまたは複数のCDRを含む本発明の抗体の親和性を改善することが望ましい場合
、改善された親和性を有するこのような抗体は、いくつかの親和性成熟プロトコールを用
いて得ることができ、プロトコールには、CDRの維持(Yang et al., J. Mol. Biol., 254,
 392-403, 1995)、チェーンシャッフリング(Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-78
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3, 1992)、大腸菌の変異株の使用(Low et al., J. Mol. Biol., 250, 350-368, 1996)、D
NAシャッフリング(Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997)、ファ
ージディスプレイ(Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 7-88, 1996)、および性的(se
xual)PCR(Crameri, et al., Nature, 391, 288-291, 1998)が含まれるがそれらに限定さ
れるわけではない。親和性成熟に関するこれらの方法すべてが、Vaughan et al. (Nature
 Biotechnology, 16, 535-539, 1998)によって考察されている。したがって、本発明はま
た、CD154に特異的に結合する本発明の抗体の配列変種も提供する。このような配列変種
は、配列内に1つまたは複数の半保存的置換または保存的置換を含み、このような置換は
、好ましくは、ポリペプチドの所望の活性に有意に影響を及ぼさない。置換は天然に存在
してよく、または、例えば変異誘発を用いて(例えば、Hutchinson et al., 1978, J. Bio
l. Chem. 253:6551)導入してもよい。例えば、アミノ酸のグリシン、アラニン、バリン、
ロイシン、およびイソロイシンは、しばしば互いに置換され得る(脂肪族側鎖を有するア
ミノ酸)。これらの起こり得る置換のうちで、グリシンおよびアラニンが互いを置換する
のに使用されること(これらは比較的短い側鎖を有するため)、ならびにバリン、ロイシン
、およびイソロイシンが互いを置換するのに使用されること(これらはより大きな疎水性
の脂肪族側鎖を有するため)が好ましい。しばしば互いに置換され得る他のアミノ酸には
非限定的に以下が含まれる：
-フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン(芳香族側鎖を有するアミノ酸);
-リジン、アルギニン、およびヒスチジン(塩基性側鎖を有するアミノ酸);
-アスパラギン酸およびグルタミン酸(酸性側鎖を有するアミノ酸);
-アスパラギンおよびグルタミン(アミド側鎖を有するアミノ酸);ならびに
-システインおよびメチオニン(硫黄を含む側鎖を有するアミノ酸)。
【０１３１】
　また、本発明のCD154結合タンパク質、例えば、抗CD154抗体の結合親和性は、相対的な
用語で、または同様にCD154に特異的に結合する第2の抗体(例えば、本明細書において「
第2のCD154特異的抗体」と呼ばれる場合がある、CD154特異的な第2の抗CD154抗体)の結合
親和性と比較して、説明され得る。いくつかの態様において、第2のCD154特異的抗体は、
抗体5c8(US 5,474,771に記載されているように、アクセッション番号HB10916でATCCに寄
託されているハイブリドーマによって産生される)またはヒト化5c8でよい。他の態様にお
いて、第2のCD154特異的抗体は、342、381、338、294、295、300、335、303、または402(
図12)などの本発明の抗体のいずれかでよい。したがって、本発明の特定の態様は、抗体5
c8よりも大きな親和力で、または抗体5c8のKDよりも小さいKDでヒトCD154に結合する抗CD
154抗体に関する。また、特定の態様において、本発明の抗CD154抗体の方が、等モル濃度
の5c8のような第2のCD154特異的抗体よりも、CD154活性を阻害するか、またはCD154:CD40
相互作用を妨害する程度が大きい。抗CD154抗体がCD154:CD40相互作用を妨害する相対的
能力は、例えば、本明細書において説明するICAM-1上方制御アッセイ法および競合結合ア
ッセイ法など任意の利用可能なアッセイ法によって測定することができる。
【０１３２】
　したがって、特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質および抗CD154抗体(
抗体断片および抗体誘導体を含む)は、CD40へのCD154の結合を阻害するために有用であり
、高い特異性で、例えば、10pM～1.5μM(両端の数値を含む)の範囲のIC50でこれを行う。
特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗体は、10pm～500pm、50pm
～500pm、100pm～500pm、250pm～750pm、500pm～1μM、または750pm～1.5μMの範囲のIC5
0を有してよい。さらなる態様において、抗CD154抗体は、CD40活性を刺激(agonize)する
ことも、CD40シグナル伝達を活性化することも実質的にしない。いくつかの態様において
、本発明の抗CD154抗体は、CD154もしくはCD40または両方の活性に拮抗する。
【０１３３】
　したがって、本発明の特定の態様は、第2のCD154特異的抗体(例えば、抗体5c8もしくは
ヒト化5c8)と比べて大きな親和力もしくは等しい親和力で、または第2のCD154特異的抗体
のKDより小さいKDもしくは等しいKDでヒトCD154に結合するCD154結合タンパク質および抗
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CD154抗体に関し、ここで、抗CD154抗体は、第2のCD154特異的抗体と比べて、CD154:CD40
相互作用を実質的に阻害しない。このような抗体は、例えば、結合アッセイ法および診断
用の反応物として有用であり得る。ヒトCD154に対して高親和性を示すが、第2のCD154特
異的抗体と比べて程度の低いCD154:CD40阻害を示す例示的な抗体は、本明細書において説
明する抗体381および抗体338である。例えば、本発明は、(例えばヒト化5c8のような第2
のCD154特異的抗体と比べて)大きな親和力または等しい親和力でヒトCD154に特異的に結
合するが、第2のCD154特異的抗体よりも低い程度でCD154:CD40相互作用を妨害する抗CD15
4抗体を提供する。さらなる態様において、CD40へのCD154(CD40L)の結合を第2のCD154特
異的抗体よりも低い程度で阻害するこれらの抗CD154抗体はまた、CD40活性を刺激(agoniz
e)することも、CD40シグナル伝達を活性化することも実質的にしない。例えば、このよう
な抗体は、実施例7で説明するようなインビトロの力価アッセイ法において投与された場
合、対照処置を上回る統計学的に有意な刺激(agonization)をまったく示さない場合があ
るか、または陽性対照(例えばCD154リガンド)と比べて1％、2％、3％、5％、もしくは10
％の刺激(agonization)を示す場合がある。Vidalain et al. (The EMBO Journal (2000) 
19:3304-3313)およびPearson et al. (International Immunology (2001) 13:273-283)で
は、CD40シグナル伝達経路を説明しており、また、CD154:CD40相互作用が妨害または阻害
されているか否か、およびどの程度までであるかを判定するために使用できるアッセイ法
も提供する。
【０１３４】
　いくつかの態様において、本発明は、CDR-H1(SEQ ID NO：3)、CDR-H2(SEQ ID NO：4)、
およびCDR-H3(SEQ ID NO：5)より選択される少なくとも1つのCDRを含む抗CD154抗体に関
する。好ましくは、抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：3)、CDR-H2(SEQ ID NO：4)、およびCDR-
H3(SEQ ID NO：5)より選択される少なくとも2つのCDR、ならびにより好ましくは、これら
のCDR-H1、CDR-H2、およびCDR-H3の3つすべてを含む。
【０１３５】
　別の態様において、本発明の抗CD154抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：6)、CDR-L2(SEQ ID N
O：7)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：8)より選択される少なくとも1つのCDRを含む。好まし
くは、抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：6)、CDR-L2(SEQ ID NO：7)、およびCDR-L3(SEQ ID NO
：8)より選択される少なくとも2つのCDR、ならびにより好ましくは、これらのCDR-L1、CD
R-L2、およびCDR-L3の3つすべてを含む。
【０１３６】
　さらなる態様において、抗体は、CDR-H1、CDR-H2、およびCDR-H3(SEQ ID NO：3～5)の3
つすべてならびにCDR-L1、CDR-L2、およびCDR-L3(SEQ ID NO：6～8)の3つすべてを含む。
【０１３７】
　さらなる態様において、抗CD154抗体は、SEQ ID NO：1、9、10、または11のいずれか1
つに記載の可変重鎖配列およびSEQ ID NO：2または14に記載の可変軽鎖配列を含む。
【０１３８】
　いくつかの態様において、本発明は、CDR-H1(SEQ ID NO：42)、CDR-H2(SEQ ID NO：43)
、およびCDR-H3(SEQ ID NO：44)より選択される少なくとも1つのCDRを含む抗CD154抗体に
関する。好ましくは、抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：42)、CDR-H2(SEQ ID NO：43)、および
CDR-H3(SEQ ID NO：44)より選択される少なくとも2つのCDR、ならびにより好ましくは、
これらのCDR-H1、CDR-H2、およびCDR-H3の3つすべてを含む。
【０１３９】
　別の態様において、本発明の抗CD154抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：45)、CDR-L2(SEQ ID 
NO：46)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：47)より選択される少なくとも1つのCDRを含む。好ま
しくは、抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：45)、CDR-L2(SEQ ID NO：46)、およびCDR-L3(SEQ I
D NO：47)より選択される少なくとも2つのCDR、ならびにより好ましくは、これらのCDR-L
1、CDR-L2、およびCDR-L3の3つすべてを含む。
【０１４０】
　さらなる態様において、抗体は、CDR-H1、CDR-H2、およびCDR-H3(SEQ ID NO：42～44)
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の3つすべてならびにCDR-L1、CDR-L2、およびCDR-L3(SEQ ID NO：45～47)の3つすべてを
含む。
【０１４１】
　さらなる態様において、抗CD154抗体は、SEQ ID NO：56に記載の可変重鎖配列を含み、
かつ/またはSEQ ID NO：54に記載の可変軽鎖配列を含む。
【０１４２】
　いくつかの態様において、本発明は、CDR-H1(SEQ ID NO：48)、CDR-H2(SEQ ID NO：49)
、およびCDR-H3(SEQ ID NO：50)より選択される少なくとも1つのCDRを含む抗CD154抗体に
関する。好ましくは、抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：48)、CDR-H2(SEQ ID NO：49)、および
CDR-H3(SEQ ID NO：50)より選択される少なくとも2つのCDR、ならびにより好ましくは、
これらのCDR-H1、CDR-H2、およびCDR-H3の3つすべてを含む。
【０１４３】
　別の態様において、本発明の抗CD154抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：51)、CDR-L2(SEQ ID 
NO：52)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：53)より選択される少なくとも1つのCDRを含む。好ま
しくは、抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：51)、CDR-L2(SEQ ID NO：52)、およびCDR-L3(SEQ I
D NO：53)より選択される少なくとも2つのCDR、ならびにより好ましくは、これらのCDR-L
1、CDR-L2、およびCDR-L3の3つすべてを含む。
【０１４４】
　特定の態様において、抗体は、上記のCDR-L1、CDR-L2、およびCDR-L3のうち1つもしく
は複数の軽鎖CDRを含む相補的配列、または1つもしくは複数の重鎖CDRすなわち上記のCDR
-H1、CDR-H2、およびCDR-H3を含む相補的配列をそれぞれ有する。したがって、特定の態
様において、本発明の抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：48)、CDR-H2(SEQ ID NO：49)、または
CDR-H3(SEQ ID NO：50)、およびCDR-L1(SEQ ID NO：51)、CDR-L2(SEQ ID NO：52)、また
はCDR-L3(SEQ ID NO：53)を含む。
【０１４５】
　さらなる態様において、抗体は、CDR-H1、CDR-H2、およびCDR-H3(SEQ ID NO：48～50)
の3つすべてならびにCDR-L1、CDR-L2、およびCDR-L3(SEQ ID NO：51～53)の3つすべてを
含む。
【０１４６】
　さらなる態様において、抗CD154抗体は、SEQ ID NO：60に記載の可変重鎖配列を含み、
かつ/またはSEQ ID NO：58に記載の可変軽鎖配列を含む。
【０１４７】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質は、SEQ ID NO：62に記載の軽鎖配
列およびSEQ ID NO：65に記載の重鎖配列を含む。他の態様において、本発明のCD154結合
タンパク質は、SEQ ID NO：63に記載の軽鎖配列およびSEQ ID NO：66に記載の重鎖配列を
含む。
【０１４８】
　特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質は、SEQ ID NO：68に記載の軽鎖配
列およびSEQ ID NO：71に記載の重鎖配列を含む。他の態様において、本発明のCD154結合
タンパク質は、SEQ ID NO：69に記載の軽鎖配列およびSEQ ID NO：72に記載の重鎖配列を
含む。他の態様において、CD154結合タンパク質は、SEQ ID NO：68、SEQ ID NO：69、SEQ
 ID NO：71、またはSEQ ID NO：72に記載の配列のうち1つを含む。
【０１４９】
　本発明はまた、本発明のCD154結合タンパク質と少なくとも90％、91％、92％、93％、
または94％の同一性を好ましくは共有するCD154結合タンパク質も提供する。より好まし
くは、CD154結合タンパク質は、少なくとも95％、96％、97％、または98％の同一性を共
有する。より好ましくは、CD154結合タンパク質は、本発明のCD154結合タンパク質と少な
くとも99％、99.5％、99.9％、またはそれ以上の同一性を共有する。本発明のCD154結合
タンパク質は、
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の可変ドメインと少なくとも85％同一である可変ドメイン配列またはそれらの1つもしく
は複数のCDRを含んでよい。
【０１５０】
　本発明の他の態様は、二重特異性抗体に関する。二重特異性抗体は、少なくとも2つの
異なる抗原に対する結合特異性を有するモノクローナル抗体、好ましくはヒト抗体または
ヒト化抗体である。これらは、単独で使用してよく、または混合してポリクローナル集団
を含む組成物にしてもよい。本発明において、結合特異性のうち一方はCD154抗原に対す
るのに対し、他方の結合特異性は、他の任意の抗原、および好ましくは細胞表面タンパク
質またはレセプターもしくはレセプターサブユニットに対する。例えば、他方の結合特異
性は、ヒト血清アルブミン(HSA)、TNFα、IL-1、IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、IL-12、IL-18
、IFN-γ、CD2、CD4、CD8、CTLA4、LFA1、LFA3、およびVLA4より選択されるリガンドでよ
い。
【０１５１】
　本発明の他の態様において、抗CD154抗体は、一般的リガンド結合部位を含む。一般的
リガンド(例えばポリペプチド)は、標的リガンドの特異性に関わらず、あるレパートリー
の機能的メンバーに結合することができる。したがって、一般的リガンドを用いて、ある
レパートリー(抗体の集団またはグループなど。抗体の抗原結合特異性に関わらない)の機
能的メンバーを(例えば、精製プロセスおよびスクリーニングプロセスにおいて)同定また
は選択することができる。一般的リガンドには、例えば、プロテインA、プロテインG、お
よびプロテインLが含まれる。一般的リガンドを用いたファージライブラリーのメンバー
の予備選択はWO 99/20749において教示されている。
【０１５２】
抗体断片
　本発明はまた、抗原に結合する抗CD154抗体断片またはエピトープに結合する抗CD154抗
体断片にも関する。抗CD154抗体に関して前述した方法および反応物はすべて、本発明の
抗CD154抗体断片を作製および使用するために同様に使用することができる。
【０１５３】
　本発明のいくつかの態様において、抗CD154抗体断片には、ヘテロマー抗体複合体およ
び抗体融合物、例えば、二重特異性抗体、ヘミ二量体抗体、多価抗体(すなわち、四価の
抗体)、および単鎖抗体が含まれる。ヘミ二量体抗体は、Fc部分および1つのFab部分から
構成される。単鎖抗体は、単一のタンパク質鎖中でタンパク質スペーサーによって連結さ
れた可変領域から構成される。
【０１５４】
　本発明のいくつかの態様において、本発明の抗CD154抗体断片にはまた、1つまたは複数
の免疫グロブリン軽鎖および/または重鎖を含むタンパク質、例えば、これらの鎖の単量
体およびホモ多量体またはヘテロ多量体(例えば、二量体または三量体)(これらの鎖は、
任意でジスルフィド結合されているか、または別の方法で架橋されている)が含まれ得る
。これらの抗体は、1つまたは複数の抗原に結合することができる。
【０１５５】
　特定の態様において、本発明は、Fab、F(ab)2、Fab'、F(ab')2、F(ab')3、F(v)、Fd、d
Ab、ダイアボディ、ミニボディ、およびナノボディの抗体断片など、全抗体の抗原結合断
片を含む。本発明はまた、VHドメインもしくはVLドメインなど単一の可変ドメインのみを
含む断片、または重鎖ドメインもしくは軽鎖ドメインのみを含む断片にも関する。これら
の断片は、ヒト化されているか、または完全にヒト由来でよい。本発明はまた、代替の骨
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格から作られている抗原結合断片(例えば、Binz、前記およびHosse、前記を参照されたい
)または普遍的なフレームワークを含む抗原結合断片も含む。本発明はまた、例えばキャ
リアータンパク質またはPEGなどの機能的部分に共有結合的もしくは非共有結合的に、ま
たは直接的もしくは間接的に結合された、CD154に特異的に結合する任意の抗原結合断片
またはCD154結合タンパク質を含む結合体にも関する。
【０１５６】
　本発明の抗CD154抗体には、二価の抗体が含まれる。したがって、特定の態様において
、本発明は、共有結合された2つの抗体重鎖および少なくとも1つのポリマー分子を含む二
価の抗CD154抗体断片に関し、各重鎖は一方の鎖のシステイン残基の硫黄原子を他方の鎖
のシステイン残基の硫黄原子に連結する少なくとも1つの非ジスルフィド鎖間架橋によっ
て他方と共有結合的に連結されており、システイン残基は、各鎖の可変領域ドメインの外
側に位置しており、少なくとも1つの非ジスルフィド鎖間架橋が、共有結合的に連結され
たポリマー分子を含むことを特徴とする。本明細書において使用される「非ジスルフィド
」という用語は、例えば、抗体中に通常存在するタイプのS-S架橋が除外されることを意
味すると意図される。しかしながら、本発明による断片中に存在するタイプの鎖間架橋は
、本明細書において後述するように-S-S-結合によって重鎖に依然として連結されていて
よい。一般に、本発明による二価抗体断片中の各ポリマー分子は、鎖間架橋の一部を形成
する。各架橋は、2つの重鎖を連結するのに役立ち、各鎖において、システイン残基の硫
黄原子に共有結合的に連結される。共有結合は、一般に、ジスルフィド結合、または特定
の態様において、硫黄-炭素結合である。例示的な二価の抗体構造物に関しては、WO 99/6
4460およびWO 05/061005を参照されたい。
【０１５７】
　本発明はまた、一価の抗体または一価の抗原結合断片である抗CD154抗体も提供する。
本明細書において使用される場合、「一価の」という用語は、所与の抗体または抗原結合
断片(例えば、Fv、単鎖scFv、dAb、Fab、Fab'、Fd、scFab、scFabΔCなど)が、その標的
の単一分子にのみ結合できることを意味する。天然に存在する抗体は、VHドメインおよび
VLドメインをそれぞれ含む2つの機能的抗原結合アームを有するので、一般に二価である
。二価の抗体は、立体障害が問題とならない場合、同じ抗原の2つの別々の分子に結合で
きる。一方、「一価の」抗体は、標的に対して1つの抗原結合部位を有する。一価の抗体
の抗原結合ドメインは、VHドメインおよびVLドメインを含んでよいか、または、それぞれ
対応するVLドメインもVHドメインも必要とせずにCD154に結合する能力を有する、単一の
免疫グロブリン可変ドメインのみ、すなわちVHドメインまたはVLドメインを含んでよい。
このような例示的な一価の抗体は、単一の免疫グロブリン可変ドメインを含み、1つのCD1
54抗原分子にのみ結合できるFd断片である。一価の抗体は、単一の抗原の分子を架橋する
能力を欠いている。
【０１５８】
　本発明は、SEQ ID NO：12またはSEQ ID NO：13にそれぞれ記載の重鎖配列およびSEQ ID
 NO：15に記載の軽鎖配列を有するヒト化Fab断片またはヒト化Fab'断片が特異的に結合す
るエピトープに特異的に結合する、抗CD154抗体を提供する。特定の態様において、本発
明の抗体は、SEQ ID NO：1、9、10、または11に記載の可変重鎖配列およびSEQ ID NO：2
またはSEQ ID NO：14に記載の可変軽鎖配列を有する抗体断片である。他の態様において
、本発明の抗体は、SEQ ID NO：12またはSEQ ID NO：13に記載の重鎖配列およびSEQ ID N
O：15に記載の軽鎖配列を有する抗体断片である。
【０１５９】
　特定の態様において、CD154結合タンパク質または抗体は、SEQ ID NO：15の軽鎖配列お
よびSEQ ID NO：13の重鎖配列を含むか、またはそれらからなる。特定の態様において、C
D154結合タンパク質または抗体は、SEQ ID NO：15の軽鎖配列およびSEQ ID NO：12の重鎖
配列を含むか、またはそれらからなる。
【０１６０】
　代替の態様において、本発明は、SEQ ID NO：56に記載の可変重鎖配列を含み、かつSEQ
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 ID NO：54に記載の可変軽鎖配列を含む抗体断片を提供する。他の態様において、本発明
の抗体は、SEQ ID NO：60に記載の可変重鎖配列を含み、かつSEQ ID NO：58に記載の可変
軽鎖配列を含む抗体断片である。
【０１６１】
　1つの態様において、本発明は、CD154に特異的に結合するFab'断片またはF(ab')2断片
もしくはF(ab')3断片を提供する。このFab'断片またはF(ab')2断片もしくはF(ab')3断片
は、ヒト化されてよく、SEQ ID NO：13の配列を含むか、またはそれからなる重鎖配列を
有してよく、かつ、SEQ ID NO：15の配列を含むか、またはそれからなる軽鎖配列を有し
てよい。
【０１６２】
　いくつかの態様において、本発明は、Fcドメインを含まない抗CD154抗体に関する。こ
のようなFcを欠損した抗体または断片は、一価、二価、またはさらに多価でよい。
【０１６３】
　本発明はまた、前述のFab'断片またはF(ab')2断片もしくはF(ab')3断片が特異的に結合
するエピトープに特異的に結合する抗体または抗体断片も提供する。これらの抗体または
抗体断片は、本明細書において説明する(実施例9)交差ブロッキングアッセイ法によって
同定することができる。これらの抗体または抗体断片は、単離されるか、組換え、または
合成でよく、かつ、第2の分子に結合させて抗体結合体を形成させることができる。
【０１６４】
低いエフェクター機能を有する抗体
　抗体および抗体-抗原複合体と免疫系の細胞との相互作用は、本明細書においてエフェ
クター機能と呼ぶ様々な応答を引き起こす。IgG抗体は、細胞表面Fcγレセプターファミ
リーのメンバーおよび補体系のC1qに結合することによって、免疫系のエフェクター経路
を活性化する。集められた抗体によるエフェクタータンパク質の連結が、炎症性サイトカ
インの放出、抗原産生の調節、エンドサイトーシス、および細胞死滅を含む様々な応答を
引き起こす。いくつかの臨床応用において、これらの応答は、モノクローナル抗体の有効
性のために非常に重要である。他の応用において、これらは、炎症および抗原を有する細
胞の排除などの望まれない副作用を誘発する。したがって、本発明はさらに、変化した、
例えば低いエフェクター機能を有する、抗体を含むCD154結合タンパク質に関する。重要
なことには、低いエフェクター機能は、抗CD154抗体がCD154-CD40相互作用を妨害するこ
とによって1つまたは複数の疾患を抑制する能力を必ずしも低下させない(その全体が参照
により本明細書に組み入れられるWO 05/03175を参照されたい)。
【０１６５】
　減弱したエフェクター機能(例えば、Fcを媒介としたエフェクター機能;下記を参照され
たい)を有する抗CD154抗体は、望ましくない血栓塞栓活性の可能性が存在する対象におい
て使用するのに特に望ましい。さらに、抗CD154抗体の減弱したエフェクター機能により
、活性化T細胞およびCD154を発現するように誘導された他の細胞集団の消失または単球/
マクロファージのFc依存性活性化など抗CD154抗体療法の他の望まれない潜在的副作用が
減少するか、または解消され得る。
【０１６６】
　本発明の抗CD154抗体のエフェクター機能は、多くの公知のアッセイ法の内の1つを用い
て決定することができる。抗CD154抗体のエフェクター機能は、第2の抗CD154抗体と比べ
て低くてよい。いくつかの態様において、第2の抗CD154抗体は、CD154に特異的に結合す
る任意の抗体でよい。いくつかの態様において、第2の抗CD154抗体は、抗体5c8(US 5,474
,771において説明されているように、ATCCアクセッション番号HB10916で寄託されたハイ
ブリドーマによって産生された)またはヒト化5c8でよい。他の態様において、第2のCD154
特異的抗体は、342、381、338、294、295、300、335、303、または402(図12)などの本発
明の抗体のいずれかでよい。他の態様において、関心対象の抗CD154抗体が、エフェクタ
ー機能を低下させるように修飾されている場合、第2の抗CD154抗体は、その抗体の未修飾
型または親型でよい。
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【０１６７】
　本発明の抗CD154抗体のエフェクター機能はまた、例えば、抗CD154抗体での処理によっ
て引き起こされる血小板の凝集または活性化のレベルを対照抗体と比べて測定することに
よって、決定することもできる。したがって、いくつかの態様において、本発明の抗CD15
4抗体は、標準的な血小板の凝集または活性化のアッセイ法において血小板の凝集または
活性化を媒介もせず、促進もしない。他の態様において、抗CD154抗体は、第2の抗CD154
抗体(例えば、5c8またはヒト化5c8)と比べて、より低いレベルの血小板の凝集または活性
化を媒介する。
【０１６８】
　例示的なエフェクター機能には、Fcレセプター結合、食作用、アポトーシス、炎症誘発
性応答、細胞表面レセプター(例えば、B細胞レセプター;BCR)の下方制御などが含まれる
。他のエフェクター機能には、抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ADCC)(抗体が細胞障害性T
細胞、ナチュラルキラー(NK)細胞、またはマクロファージ上のFcレセプターに結合して、
細胞死をもたらす)および補体依存性細胞障害(CDC)(補体カスケードの活性化によって誘
導される細胞死である)が含まれる(Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997); W
ardおよびGhetie, Therapeutic Immunol. 2:77-94 (1995);ならびにRavetchおよびKinet,
 Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991)に総説がある)。このようなエフェクター機能は
一般に、Fc領域が結合ドメイン(例えば抗体可変ドメイン)と結合されることを必要とし、
当技術分野において公知である標準的なアッセイ法を用いて評価することができる(例え
ば、WO 05/018572、WO 05/003175、およびUS 6,242,195を参照されたい)。
【０１６９】
　エフェクター機能は、Fcドメインを欠いている抗体断片、例えばFab、Fab'2、または単
鎖Fvを用いることによって無効にすることができる。代替方法は、FcγRIに結合するが、
C1qならびにFcγRIIおよびFcγRIIIに十分に結合しないIgG4サブタイプ抗体を使用するこ
とであった。IgG2サブタイプもまた、Fcレセプターへの結合が少ないが、FcγRIIaのH131
アロタイプおよびC1qへの有意な結合を保持している。したがって、すべてのFcレセプタ
ーおよびC1qへの結合を無くすには、Fc配列のさらなる変更が必要とされる。
【０１７０】
　ADCCを含むいくつかの抗体エフェクター機能は、抗体のFc領域に結合するFcレセプター
(FcR)によって媒介される。特定のFcRに対する抗体の親和性、およびその結果、その抗体
によって媒介されるエフェクター活性は、抗体のFc領域および/または定常領域のアミノ
酸配列および/または翻訳後修飾を改変することによって調整することができる。
【０１７１】
　FcRは、免疫グロブリンのアイソタイプに対する特異性に基づいて定義される。IgG抗体
に対するFcレセプターはFcγRと呼ばれ、IgEに対するFcεR、IgAに対するFcαRなどがあ
る。3つのサブクラスのFcγRが同定されている：FcγRI(CD64)、FcγRII(CD32)、およびF
cγRIII(CD16)。FcγRIIおよびFcγRIIIの両方とも、2つのタイプを有する：FcγRIIA(CD
32)およびFcγRIIB(CD32);ならびにFcγRIIIA(CD16a)およびFcγRIIIB(CD16b)。各FcγR
サブクラスは2つまたは3つの遺伝子にコードされており、選択的RNAスプライシングによ
って複数の転写物が生じるため、FcγRアイソフォームの幅広い多様性が存在する。例え
ば、FcγRII(CD32)には、lla、llb1、llb2 llb3、およびllcが含まれる。
【０１７２】
　FcγRに対するヒト抗体およびマウス抗体上の結合部位は、残基233～239(Kabat et al.
, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 第5版、Public Health Service,
 National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)、Woof et al. Molec. Immunol
. 23:319-330 (1986); Duncan et al. Nature 332:563 (1988); CanfieldおよびMorrison
, J. Exp. Med. 173:1483-1491 (1991); Chappel et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 8
8:9036-9040 (1991)におけるEU指針の番号付与)からなるいわゆる「下側ヒンジ領域」に
以前にマッピングされている。残基233～239のうちで、結合におそらく関与しているもの
として挙げられるものには、P238およびS239がある。FcγRへの結合におそらく関与して
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いる、以前に挙げられている他の領域は次のとおりである：ヒトFcγRIに対するG316～K3
38(ヒトIgG)(配列比較のみによる;置換変異体は評価されなかった)(Woof et al. Molec I
mmunol. 23:319-330 (1986));ヒトFcγRIIIに対するK274～R301(ヒトIgG1)(ペプチドに基
づく)(Sarmay et al. Molec. Immunol. 21:43-51 (1984));およびヒトFcγRIIIに対するY
407～R416(ヒトIgG)(ペプチドに基づく)(Gergely et al. Biochem. Soc. Trans. 12:739-
743 (1984)およびShields et al. J Biol Chem 276:6591-6604 (2001)、Lazar GA et al.
 Proc Natl Acad Sci 103:4005-4010 (2006))。FcR結合に関与しているアミノ酸残基のこ
れらおよび他のストレッチまたは領域は、Ig-FcR複合体の結晶構造の検査により、当業者
には明らかであり得る(例えば、Sondermann et al. 2000 Nature 406(6793):267-73およ
びSondermann et al. 2002 Biochem Soc Trans.30(4):481-6を参照されたい)。したがっ
て、本発明の抗CD154抗体は、1つまたは複数の前述の残基の修飾を含む。
【０１７３】
　mAbエフェクター機能を低下させるための他の公知のアプローチには、エフェクター結
合相互作用に関与しているmAb表面のアミノ酸を変異させること(Lund, J., et al. (1991
) J. Immunol. 147(8):2657-62; Shields, R. L. et al. (2001) J. Biol. Chem. 276(9)
:6591-604)、ならびに異なるサブタイプの配列セグメントの組合せ(例えば、IgG2およびI
gG4の組合せ)を用いて、いずれかのサブタイプ単独の場合よりもFcγレセプターへの結合
を大きく低下させること(Armour et al., Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-1624; Mol.
 Immunol. 40 (2003) 585-593)が含まれる。
【０１７４】
　一部またはすべてのFcレセプターサブタイプに対する親和性が変化および/または低下
した(およびしたがって、エフェクター機能に関する)多数のFc変種が当技術分野において
公知である。例えば、US 2007/0224188;US 2007/0148171;US 2007/0048300;US 2007/0041
966;US 2007/0009523;US 2007/0036799;US 2006/0275283;US 2006/0235208;US 2006/0193
856;US 2006/0160996;US 2006/0134105;US 2006/0024298;US 2005/0244403;US 2005/0233
382;US 2005/0215768;US 2005/0118174;US 2005/0054832;US 2004/0228856;US 2004/1321
01;US 2003/158389を参照されたい。また、US 7,183,387;同6,737,056;同6,538,124;同6,
528,624;同6,194,551;同5,624,821;同5,648,260も参照されたい。
【０１７５】
　CDCにおいて、抗体-抗原複合体は補体に結合し、結果として、補体カスケードの活性化
および膜攻撃複合体の生成が起こる。古典的補体経路の活性化は、同族抗原に結合された
(適切なサブクラスの)抗体に補体系の第1の成分(C1q)が結合することによって開始される
。したがって、補体カスケードの活性化は、C1qタンパク質への免疫グロブリンの結合親
和性によって部分的に調節される。補体カスケードを活性化するには、抗原性標的に結合
されたIgG1、IgG2、またはIgG3のうち少なくとも2つの分子(ただしIgMの1つの分子のみ)
にC1qが結合することが必要である(WardおよびGhetie, Therapeutic Immunology 2:77-94
 (1995) 80頁)。補体活性化を評価するために、例えば、Gazzano-Santoro et al., J. Im
munol. Methods 202:163 (1996)において説明されているCDCアッセイ法を実施してもよい
。
【０１７６】
　IgG分子の様々な残基がC1qへの結合に関与していることが提唱されており、これらには
、CH2ドメイン上のGlu318残基、Lys320残基、およびLys322残基、同じβ鎖に極めて近い
ターン上に位置するアミノ酸残基331、下側ヒンジ領域に位置するLys235残基およびGly23
7残基、ならびにCH2ドメインのN末端領域に位置する残基231～238が含まれる(例えば、Xu
 et al., J. Immunol. 150:152A (要約) (1993)、WO94/29351; Tao et al, J. Exp. Med.
, 178:661-667 (1993);Brekke et al., Eur. J. Immunol., 24:2542-47 (1994);Burton e
t al;Nature, 288:338-344 (1980);DuncanおよびWinter, Nature 332:738-40 (1988);Idu
sogie et al Immunol 164:4178-4184 (2000);US 5,648,260およびUS 5,624,821を参照さ
れたい)。IgG1における例として、ヒトIgG1のCH2ドメインのCOOH末端領域中の2つの変異
、すなわちK322AおよびP329Aは、CDC経路を活性化せず、C1q結合を100分の1未満に低下さ
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せることが示された(US 6,242,195)。
【０１７７】
　したがって、本発明の特定の態様において、本明細書において提供するCD154抗体のCDC
活性を低下させるために、1つもしくは複数のこれらの残基を修飾、置換、もしくは除去
してよいか、または1つもしくは複数のアミノ酸残基を挿入してよい。例えば、いくつか
の態様において、免疫応答をさらに活性化する可能性を低下させるか、または排除するた
めに、本抗体のエフェクター機能を低下させるか、または排除することが望ましい場合が
ある。また、低いエフェクター機能を有する抗体は、抗体を与えられている対象における
血栓塞栓性事象のリスクを低下させ得る。
【０１７８】
　他の特定の態様において、本発明は、1つまたは複数のFcRレセプターに対して少ない結
合を示すが、(例えば、天然抗CD154抗体、非変種抗CD154抗体、または親抗CD154抗体と同
様の程度で、またはいくつかの態様において、これらより低い程度で)補体に結合する能
力を維持している抗CD154抗体を提供する。したがって、本発明の抗CD154抗体は、FcR、
例えばFcγRIIa(例えば、血小板上で発現されるFcγRIIa)への結合の減少を示しつつ、補
体に結合し、それを活性化し得る。FcγRIIa(例えば、血小板上で発現されるFcγRIIa)へ
の結合が減少しているか、または無いが、C1qに結合し、少なくともある程度まで補体カ
スケードを活性化できるこのような抗体は、望ましいエフェクター機能をおそらく維持し
つつ、血栓塞栓性事象のリスクを低下させると考えられる。代替の態様において、本発明
の抗CD154抗体は、1つまたは複数のFcRへの結合の減少を示すが、他の1つまたは複数のFc
Rに結合する能力を維持している。例えば、FcRI、FcRII、および/またはFcRIIIへの結合
が減少した抗体を生じる様々なアミノ酸修飾、ならびに1つのFcRへの結合を増加させるが
、別のFcRへの結合を減少させるアミノ酸置換を説明するUS 2007-0009523、同2006-01942
90、同2005-0233382、同2004-0228856、および同2004-0191244を参照されたい。
【０１７９】
　したがって、抗CD154抗体の定常領域を要するエフェクター機能は、定常領域、および
特にFc領域の特性を改変することによって調整することができる。特定の態様において、
低いエフェクター機能を有する抗CD154抗体は、エフェクター機能を有し、かつ、エフェ
クター機能を媒介する天然の定常領域またはFc領域を含む非変種抗体、天然抗体、または
親抗体(例えば、抗体342またはUS 5,474,771に記載されている抗体5c8)でよい第2の抗体
と比較される。特定の態様において、エフェクター機能の調整は、活性が無効にされるか
、または完全に存在しない状況を含む。
【０１８０】
　天然配列のFc領域または定常領域は、天然に存在するFc領域または定常鎖領域のアミノ
酸配列と同一なアミノ酸配列を含む。好ましくは、相対的なエフェクター機能を評価する
ために使用される対照分子は、試験抗体または変種抗体が含むのと同じタイプ/サブタイ
プのFc領域を含む。変種のまたは改変されたFc領域または定常領域は、少なくとも1つの
アミノ酸修飾(例えば、翻訳後修飾、アミノ酸置換、挿入、または欠失など)が原因で、天
然配列の重鎖領域のものとは異なるアミノ酸配列を含む。したがって、変種定常領域は、
例えばグリコシル化パターンの変化を含む翻訳後修飾の変化をもたらす、1つまたは複数
のアミノ酸置換、欠失、または挿入を含んでよい。例えば、親抗体または親Fc領域は、変
化した、例えば低いエフェクター機能を有する定常領域(すなわちFc)を構築するために使
用される、正常なエフェクター機能を有する変種である。
【０１８１】
　エフェクター機能が変化した(例えば、低い、または排除された)抗体は、変種の定常領
域、Fc領域、または重鎖領域を有する抗体を人工的に作り出すか、または産生させること
によって作製することができる。組換えDNA技術ならびに/または細胞の培養条件および発
現条件を用いて、機能および/または活性が変化した抗体を産生させることができる。例
えば、組換えDNA技術を用いて、エフェクター機能を含む抗体機能に影響を及ぼす領域(例
えば、Fc領域または定常領域など)に1つまたは複数のアミノ酸置換、欠失、または挿入を
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人工的に作り出すことができる。あるいは、例えばグリコシル化パターン(下記を参照さ
れたい)のような翻訳後修飾の変更は、抗体が産生される宿主細胞ならびに細胞の培養条
件および発現条件を操作することによって実現することもできる。
【０１８２】
　アミノ酸置換のようなアミノ酸改変により、抗原結合親和性に影響を及ぼさずに、本発
明の抗CD154抗体のエフェクター機能を改変することができる。例えば、前述のアミノ酸
置換(例えば、Glu318、Kys320、Lys332、Lys235、Gly237、K332、およびP329)を用いて、
低いエフェクター機能を有する抗体を作製することができる。
【０１８３】
　他の態様において、アミノ酸置換は、次のアミノ酸残基の内の1つまたは複数に対して
起こすことができる：重鎖定常領域の234、235、236、237、297、318、320、および322(U
S 5,624,821およびUS 5,648,260を参照されたい)。このような置換によって、抗原結合活
性を保持しつつエフェクター機能を改変することができる。アミノ酸234、235、236、お
よび237のうち1つまたは複数を改変することにより、未修飾抗体または非変種抗体と比べ
て、FcγRIレセプターに対するFc領域の結合親和性を低下させることができる。アミノ酸
残基234、236、および/または237は、例えばアラニンで置換してよく、アミノ酸残基235
は、例えばグルタミンで置換してよい。別の態様において、抗CD154 IgG1抗体は、Alaに
よる234位のLeuの置換、Gluによる235位のLeuの置換、およびAlaによる237位のGlyの置換
を含んでよい。
【０１８４】
　さらにまたはあるいは、318、320、および322位のFcアミノ酸残基を改変してもよい。
マウスIgGおよびヒトIgGにおいて高度に保存されているこれらのアミノ酸残基は、補体結
合を媒介する。これらのアミノ酸残基を改変すると、C1q結合が減少するが、抗原結合に
も、プロテインA結合にも、Fcがマウスマクロファージに結合する能力にも影響を及ぼさ
ないことが示されている。
【０１８５】
　別の態様において、本発明の抗CD154抗体は、エフェクター機能を低下させるか、また
は排除する置換を含む、IgG4免疫グロブリンである。本発明の抗CD154抗体のIgG4 Fc部分
は、次の置換の内の1つまたは複数を含んでよい：プロリンによる残基233のグルタミン酸
の置換、アラニンまたはバリンによる残基234のフェニルアラニンの置換、およびアラニ
ンまたはグルタミン酸による残基235のロイシンの置換(EU番号付与、Kabat, E. A. et al
. (1991)、前記)。さらに、残基297(EU番号付与)のAsnをAlaで置換することによってIgG4
 Fc領域のN結合型グリコシル化部位を除去することにより、エフェクター機能をさらに低
下させ、かつ、存在し得る任意の残存エフェクター活性を排除することができる。低いエ
フェクター機能を有する別の例示的なIgG4変異体は、重鎖定常領域中に変異S228PおよびL
235E(PE変異)を含むIgG4サブタイプ変種である。この変異は、エフェクター機能の低下を
もたらす。US 5,624,821およびUS 5,648,260を参照されたい。エフェクター機能を低下さ
せる、IgG4の状況における別の例示的な変異は、本明細書において説明するようにS228P/
T229Aである。
【０１８６】
　定常領域中の他の例示的なアミノ酸配列変化には、Bluestone et al.によって説明され
ているAla-Ala変異が含まれるがそれに限定されるわけではない(WO 94/28027およびWO 98
/47531を参照されたい;また、Xu et al. 2000 Cell Immunol 200;16-26も参照されたい)
。したがって、特定の態様において、Ala-Ala変異を含む、定常領域内部の変異を有する
抗CD154抗体を用いて、エフェクター機能を低下させるか、または無効にすることができ
る。これらの態様によれば、抗CD154抗体の定常領域は、234位におけるアラニンへの変異
または235位におけるアラニンへの変異を含む。さらに、定常領域は二重変異、すなわち
、234位におけるアラニンへの変異および235位におけるアラニンへの第2の変異を含んで
もよい。
【０１８７】
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　1つの態様において、抗CD154抗体は、Ala-Ala変異が、234位におけるフェニルアラニン
からアラニンへの変異および/または235位におけるロイシンからアラニンへの変異を説明
すると思われるIgG4フレームワークを含む。別の態様において、抗CD154抗体は、Ala-Ala
変異が、234位におけるロイシンからアラニンへの変異および/または235位におけるロイ
シンからアラニンへの変異を説明すると思われるIgG1フレームワークを含む。あるいはま
たはさらに、抗CD154抗体は、CH2ドメイン中の点変異K322Aを含む他の変異を有してもよ
い(Hezareh et al. 2001 J Virol.75:12161-8)。
【０１８８】
　他の例示的なアミノ酸置換は、抗体がFcRIに結合する能力を改変し、それによって抗体
がC1qに結合する能力を低下させ、その結果として抗体が補体を固定する能力を低下させ
る変異をCH2ドメインのN末端領域中に有する抗体を列挙するWO 94/29351(その全体が参照
により本明細書に組み入れられる)において提供される。FcR結合をより少なくする、IgG2
のCH2上側領域の変異を説明するCole et al. (J Immunol. (1997) 159:3613-3621)も参照
されたい。
【０１８９】
　アミノ酸置換を含む前述の抗体変種のいずれかを作製する方法は、当技術分野において
周知である。これらの方法には、部位特異的(またはオリゴヌクレオチドを媒介とした)変
異誘発、PCR変異誘発、および抗体または少なくとも抗体の定常領域をコードする調製し
たDNA分子のカセット変異誘発による調製が含まれるが、それらに限定されるわけではな
い。
【０１９０】
　部位特異的変異誘発は、当技術分野において周知である(例えば、Carter et al. Nucle
ic Acids Res. 13:4431-4443 (1985)およびKunkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 82:488 (1987)を参照されたい)。
【０１９１】
　PCR変異誘発はまた、出発ポリペプチドのアミノ酸配列変種を作製するのに適している
。Higuchi, PCR Protocols, 177～183頁(Academic Press, 1990);およびVallette et al.
, Nuc. Acids Res. 17:723-733 (1989)を参照されたい。
【０１９２】
　配列変種を調製するための別の方法であるカセット変異誘発は、Wells et al., Gene 3
4:315-323 (1985)によって説明されている技術に基づいている。
【０１９３】
　本発明の別の態様は、抗体のFc領域、またはその一部分が、エフェクター誘導活性が天
然に低いFc領域(またはその一部分)と交換されている、低いエフェクター機能を有する抗
CD154抗体に関する。例えば、ヒトIgG4定常領域は、低い補体活性化を示すか、または補
体活性化を示さない。さらに、異なるIgG分子は、FcRに対する結合親和性が異なり、これ
はIgGのヒンジ領域の様々な長さおよび柔軟性(IgG3>IgG1>IgG4>IgG2の順に減少する)に、
少なくとも一部には起因し得る。例えば、IgG4は、FcγRIIaに対して少ない結合を示すか
、または結合を示さない。キメラ分子およびキメラ定常領域の例については、例えば、Gi
llies et al. (Cancer Res. 1999, 59:2159-2166)およびMueller et al. (Mol. Immunol.
1997, 34:441-452)を参照されたい。
【０１９４】
　本発明はまた、Fc領域を完全に欠いた、低いエフェクター機能を有する抗CD154抗体に
も関する。このような抗体はまた、本発明の抗体誘導体および抗原結合断片と呼ぶことも
できる。このような誘導体および断片は、非抗体タンパク質配列または非タンパク質構造
物、特に、動物、例えばヒト対象に投与された場合に送達および/または生物学的利用能
を促進するように設計された構造物に融合されてよい(下記を参照されたい)。
【０１９５】
　上述したように、ヒンジ領域内部の変化もまた、エフェクター機能に影響を及ぼす。例
えば、ヒンジ領域の欠失により、Fcレセプターに対する親和性が低下する場合があり、か
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つ補体活性化が低減する場合がある(Klein et al. 1981 PNAS USA 78:524-528)。したが
って、本開示はまた、ヒンジ領域中に改変を有する抗体にも関する。
【０１９６】
　特定の態様において、本発明の抗体は、補体依存性細胞障害(CDC)を阻害するように修
飾することができる。調整されたCDC活性は、抗体のFc領域中に1つまたは複数のアミノ酸
置換、挿入、または欠失を導入することによって実現することができる(例えば、US 6,19
4,551およびUS 6,242,195を参照されたい)。あるいはまたはさらに、システイン残基をFc
領域中に導入し、それによって、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成させてもよい。
このようにして作製されたホモ二量体抗体は、内在化能力が改善もしくは低下する場合が
あり、かつ/または補体媒介の細胞死滅が増加もしくは減少する場合がある。Caron et al
., J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992)ならびにShopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 
(1992)、WO 99/51642、DuncanおよびWinter Nature 322:738-40 (1988);US 5,648,260;US
 5,624,821;ならびにWO 94/29351を参照されたい。
【０１９７】
　エフェクター機能が抗体の結合親和性によって変わり得ることがさらに理解される。例
えば、高親和性の抗体は、比較的低親和性の抗体と比べて補体系を活性化する際により効
率的であり得る(Marzocchi-Machado et al. 1999 Immunol Invest 28:89-101)。したがっ
て、抗体は、(例えば、1つまたは複数のアミノ酸残基の置換、付加、または欠失などの方
法によって抗体の可変領域を変更することによって)、その抗原に対する結合親和性が低
下するように改変することができる。低い結合親和性を有する抗体は、例えば、低いADCC
および/またはCDCを含む、低いエフェクター機能を示し得る。
【０１９８】
　低いエフェクター機能を有する本発明の抗CD154抗体には、親抗CD154抗体または非変種
抗CD154抗体と比べて、1つまたは複数のFcレセプター(FcR)に対する結合親和性が低い抗
体が含まれる。したがって、低いFcR結合親和性を有する抗CD154抗体には、親抗CD154抗
体または非変種抗CD154抗体(例えば、抗体342または抗体5c8)と比べて、1つまたは複数の
Fcレセプターに対する結合親和性の1.5分の1、2分の1、2.5分の1、3分の1、4分の1、もし
くは5分の1、またはそれ以下への低下を示す抗CD154抗体が含まれる。いくつかの態様に
おいて、低いエフェクター機能を有する抗CD154抗体は、親抗体または非変種抗体と比べ
て約10分の1の低い親和力でFcRに結合する。他の態様において、低いエフェクター機能を
有する抗CD154抗体は、親抗体または非変種抗体と比べて約15分の1の低い親和力または約
20分の1の低い親和力でFcRに結合する。FcRレセプターは、FcγRI(CD64)、FcγRII(CD32)
、およびFcγRIII、ならびにそれらのアイソフォーム、ならびにFcεR、FcμR、FcδR、
および/またはFcαRのうち1つまた複数でよい。特定の態様において、低いエフェクター
機能を有する抗CD154抗体は、FcγRIIaに対する結合親和性の1.5分の1、2分の1、2.5分の
1、3分の1、4分の1、もしくは5分の1、またはそれ以下への低下を示す。
【０１９９】
　したがって、特定の態様において、本発明の抗CD154抗体は、第2の抗CD154抗体と比べ
て補体タンパク質への少ない結合を示す。特定の態様において、本発明の抗CD154抗体は
、第2の抗CD154抗体と比べて、約1.5分の1もしくはそれ以下、約2分の1もしくはそれ以下
、約3分の1もしくはそれ以下、約4分の1もしくはそれ以下、約5分の1もしくはそれ以下、
約6分の1もしくはそれ以下、約7分の1もしくはそれ以下、約8分の1もしくはそれ以下、約
9分の1もしくはそれ以下、約10分の1もしくはそれ以下、または約15分の1もしくはそれ以
下に減少した結合を示す。
【０２００】
　したがって、特定の態様において、本発明は、対象に投与された場合に低いエフェクタ
ー機能を引き出す抗体に関する。特定の態様において、本発明の抗CD154抗体は、抗体が
投与される対象において血栓症を引き起こさない。血栓症には、例えば、血栓塞栓性事象
が含まれる。このような事象には、例えば、脈管障害(例えば、内膜肥厚のような脈管変
化および管壁変化)が含まれる。いくつかの態様において、本発明の抗CD154抗体は、第2
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のCD154特異的抗体(例えば、抗体342、抗体5c8、またはヒト化5c8)と比べて少ない血栓塞
栓性事象を引き起こす。低いエフェクター機能を有する抗CD154抗体は、対象に投与し、
非変種抗CD154抗体または親抗CD154抗体と比べた場合に、血栓塞栓性事象の数の5％、10
％、15％、20％、25％、30％、40％、または50％の減少を示し得る。
【０２０１】
　特定の態様において、本発明の抗CD154抗体は、インビトロで血小板の凝集も活性化も
引き起こさず、かつ/または、第2のCD154特異的抗体(例えば、抗体5c8またはヒト化5c8;
実施例1を参照されたい)と比べた場合に、より低い程度で血小板の凝集もしくは活性化を
促進する。したがって、特定の態様において、標準的な血小板の凝集または活性化のアッ
セイ法において本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体が存在する場合、陰性
対照のアッセイ法において観察される凝集または活性化より20％、25％、30％、または50
％多い凝集も活性化も起こらない。例示的な標準的血小板凝集アッセイ法は、本明細書に
おいて説明し(実施例11、アッセイ法1)、図26に示すアッセイ法である。本発明において
使用できる標準的アッセイ法および代替の血小板凝集アッセイ法(アッセイ法2、図27)の
両方を実施例11で説明する。CD154結合タンパク質は、可溶性でよい。
【０２０２】
　特定の態様において、本発明はまた、CD40Lに特異的かつ一価的に結合する単一の免疫
グロブリン可変ドメインを含むCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体であって、CD15
4への該可溶性タンパク質の結合により、ジャーカットT細胞においてJNKリン酸化が実質
的に誘導されないCD154結合タンパク質も提供する。本発明はまた、CD154に特異的かつ一
価的に結合する単一の免疫グロブリン可変ドメインを含むCD154結合タンパク質、例えば
抗CD154抗体であって、CD154への該可溶性タンパク質の結合により、抗CD3抗体で同時刺
激されたジャーカットT細胞によるIFN-γ分泌が実質的に誘導されないCD154結合タンパク
質も提供する。
【０２０３】
　本発明の特定の態様は、DR-H1(SEQ ID NO：3)、CDR-H2(SEQ ID NO：4)、およびCDR-H3(
SEQ ID NO：5)より選択される1つまたは複数の重鎖CDR配列を含む抗CD154抗体であって、
天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域をさらに含
む抗CD154抗体に関する。さらなる態様において、抗CD154抗体はこれらのCDRのうち少な
くとも2つを含み、および他の態様において、抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：3)、CDR-H2(SE
Q ID NO：4)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：5)である3つの重鎖CDR配列すべてを含む。
【０２０４】
　本発明の他の態様は、CDR-L1(SEQ ID NO：6)、CDR-L2(SEQ ID NO：7)、およびCDR-L3(S
EQ ID NO：8)より選択される1つまたは複数の軽鎖CDR配列を含む抗CD154抗体であって、
天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域をさらに含
む抗CD154抗体に関する。さらなる態様において、抗CD154抗体はこれらの軽鎖CDRのうち
少なくとも2つを含み、および他の態様において、抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：6)、CDR-L
2(SEQ ID NO：7)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：8)である3つの軽鎖CDR配列すべてを含む。
【０２０５】
　本発明のさらなる態様において、低いエフェクター機能を有する抗CD154抗体は、CDR-L
1(SEQ ID NO：6)、CDR-L2(SEQ ID NO：7)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：8)である3つの軽鎖
CDR配列すべてを含み、かつ、CDR-H1(SEQ ID NO：3)、CDR-H2(SEQ ID NO：4)、およびCDR
-H3(SEQ ID NO：5)である3つの重鎖CDR配列すべてを含む。
【０２０６】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合する抗CD154抗体であ
って、SEQ ID NO：1、SEQ ID NO：9、SEQ ID NO：10、およびSEQ ID NO：11より選択され
るVH配列を含む抗CD154抗体を提供する。他の特定の態様において、本発明は、CD154タン
パク質に特異的に結合する抗体であって、SEQ ID NO：12およびSEQ ID NO：13より選択さ
れる重鎖配列を含む抗体を提供する。さらなる態様において、前述のCDRまたは重鎖配列
もしくは軽鎖配列のうち任意の1つまたは複数を含む抗CD154抗体は、Fab断片もしくはFab
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'断片またはその誘導体である。さらに別の態様において、抗体は、F(ab')2断片またはそ
の誘導体である。CD154タンパク質に特異的に結合するCDRまたは重鎖配列もしくは軽鎖配
列を含む、他の抗体断片またはそれらの誘導体もまた、含まれる。これらの抗体は、エフ
ェクター機能の低下または消失を誘発するように修飾することができる。したがって、特
定の態様において、本発明は、SEQ ID NO：1、SEQ ID NO：9、SEQ ID NO：10、およびSEQ
 ID NO：11より選択されるVH配列を含む抗CD154抗体であって、天然Fc領域または親Fc領
域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域をさらに含む抗CD154抗体に関する
。
【０２０７】
　他の態様において、本発明は、SEQ ID NO：2およびSEQ ID NO：14より選択されるVL配
列を含む抗CD154抗体であって、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機
能を与える変種Fc領域をさらに含む抗CD154抗体に関する。
【０２０８】
　いくつかの態様において、抗体は、SEQ ID NO：2の可変軽鎖配列を含む。さらなる態様
において、SEQ ID NO：2を含む抗体は、Fab断片もしくはFab'断片またはその誘導体であ
る。さらに他の態様において、抗体は、F(ab')2断片またはその誘導体である。CD154タン
パク質に特異的に結合するCDRまたは重鎖配列もしくは軽鎖配列を含む、他の抗体断片ま
たはそれらの誘導体もまた、含まれる。
【０２０９】
　さらなる態様において、本発明は、SEQ ID NO：2およびSEQ ID NO：14からなる群より
選択されるVL配列を含み、かつ、SEQ ID NO：1、SEQ ID NO：9、SEQ ID NO：10、およびS
EQ ID NO：11より選択されるVH配列をさらに含む抗CD154抗体であって、天然Fc領域また
は親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域をさらに含む抗CD154抗体
に関する。
【０２１０】
　他の態様において、本発明は、SEQ ID NO：29のVH配列およびSEQ ID NO：30のVL配列を
含む抗CD154抗体であって、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を
与える変種Fc領域をさらに含む抗CD154抗体に関する。
【０２１１】
　特定の態様において、本発明は、CD154タンパク質に特異的に結合する抗CD154抗体であ
って、SEQ ID NO：15の軽鎖配列を含む抗CD154抗体を提供する。さらなる態様において、
SEQ ID NO：15の軽鎖配列を含む抗体は、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェ
クター機能を与える変種Fc領域(例えば、改変されたグリコシル化および/または他の修飾
を有するFc領域)をさらに含む。
【０２１２】
　特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO：15の軽鎖配列ならびにSEQ ID NO：12およ
びSEQ ID NO：13からなる群より選択される重鎖配列を含む抗CD154抗体であって、天然Fc
領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域(例えば、改変さ
れたグリコシル化および/または他の修飾を有するFc領域)をさらに含む抗CD154抗体に関
する。
【０２１３】
　特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO：2またはSEQ ID NO：14に示される軽鎖配
列およびSEQ ID NO：1、9、10、または11に示される重鎖配列を含む抗CD154抗体を提供す
る。いくつかの態様において、抗CD154抗体は、抗体断片でよい。さらなる態様において
、抗体は、Fab断片もしくはFab'断片またはその誘導体である。さらに別の態様において
、抗体は、F(ab')2断片またはその誘導体である。CD154タンパク質に特異的に結合するCD
Rまたは重鎖配列もしくは軽鎖配列を含む、他の抗体断片またはそれらの誘導体もまた、
含まれる。さらに、これらの抗体は、低いエフェクター機能を示してよい。例えば、Fc領
域を含む抗体は、抗体が低いエフェクター機能を引き出すか、またはエフェクター機能を
引き出さないように、1つまたは複数の修飾(例えば、改変されたグリコシル化、結合など
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)を有するFc領域を含んでよい。
【０２１４】
　他の態様において、本発明は、SEQ ID NO：15の軽鎖配列およびSEQ ID NO：13の重鎖配
列を含む抗CD154抗体であって、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機
能を与える変種Fc領域をさらに含む抗CD154抗体に関する。他の態様において、本発明は
、SEQ ID NO：15の軽鎖配列およびSEQ ID NO：12の重鎖配列を含む抗CD154抗体であって
、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域をさらに
含む抗CD154抗体に関する。
【０２１５】
　いくつかの態様において、本発明は、CDR-H1(SEQ ID NO：42)、CDR-H2(SEQ ID NO：43)
、およびCDR-H3(SEQ ID NO：44)より選択される1つまたは複数の重鎖CDR配列を含む抗CD1
54抗体であって、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種
Fc領域をさらに含む抗CD154抗体に関する。特定の態様において、抗CD154抗体はこれらの
重鎖CDRのうち少なくとも2つを含み、および他の態様において、抗体は、CDR-H1(SEQ ID 
NO：42)、CDR-H2(SEQ ID NO：43)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：44)である3つの重鎖CDR配
列すべてを含む。
【０２１６】
　特定の態様において、本発明は、CDR-L1(SEQ ID NO：45)、CDR-L2(SEQ ID NO：46)、お
よびCDR-L3(SEQ ID NO：47)より選択される1つまたは複数の軽鎖CDR配列を含む抗CD154抗
体であって、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領
域をさらに含む抗CD154抗体に関する。特定の態様において、抗CD154抗体はこれらの軽鎖
CDRのうち少なくとも2つを含み、および他の態様において、抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：
45)、CDR-L2(SEQ ID NO：46)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：47)である3つの軽鎖CDR配列す
べてを含む。
【０２１７】
　本発明のさらなる態様は、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を
与える変種Fc領域を含む抗CD154抗体であって、CDR-L1(SEQ ID NO：45)、CDR-L2(SEQ ID 
NO：46)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：47)である3つの軽鎖CDR配列すべてを含み、かつ、CD
R-H1(SEQ ID NO：42)、CDR-H2(SEQ ID NO：43)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：44)である3つ
の重鎖CDR配列すべてを含む抗CD154抗体に関する。
【０２１８】
　他の態様において、本発明は、CDR-H1(SEQ ID NO：48)、CDR-H2(SEQ ID NO：49)、およ
びCDR-H3(SEQ ID NO：50)より選択される1つまたは複数の重鎖CDR配列を含む抗CD154抗体
であって、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域
をさらに含む抗CD154抗体に関する。さらなる態様において、抗CD154抗体はこれらの重鎖
CDRのうち少なくとも2つを含み、および他の態様において、抗体は、CDR-H1(SEQ ID NO：
48)、CDR-H2(SEQ ID NO：49)、およびCDR-H3(SEQ ID NO：50)である3つの重鎖CDR配列す
べてを含む。
【０２１９】
　特定の態様において、本発明は、CDR-L1(SEQ ID NO：51)、CDR-L2(SEQ ID NO：52)、お
よびCDR-L3(SEQ ID NO：53)より選択される1つまたは複数の軽鎖CDR配列を含む抗CD154抗
体であって、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領
域をさらに含む抗CD154抗体に関する。さらなる態様において、抗体はこれらの軽鎖CDRの
うち少なくとも2つを含み、および他の態様において、抗体は、CDR-L1(SEQ ID NO：51)、
CDR-L2(SEQ ID NO：52)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：53)である3つの軽鎖CDR配列すべてを
含む。
【０２２０】
　特定の態様において、低いエフェクター機能を有する抗CD154抗体は、CDR-L1(SEQ ID N
O：51)、CDR-L2(SEQ ID NO：52)、およびCDR-L3(SEQ ID NO：53)である3つの軽鎖CDR配列
すべてを含み、かつ、CDR-H1(SEQ ID NO：48)、CDR-H2(SEQ ID NO：49)、およびCDR-H3(S
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EQ ID NO：50)である3つの重鎖CDR配列すべてをさらに含む。
【０２２１】
　さらなる態様において、本発明は、CD154に特異的に結合する抗CD154抗体であって、SE
Q ID NO：54のVL配列を含む抗CD154抗体を提供する。本発明はまた、SEQ ID NO：56のVH
配列を含む抗CD154抗体に関する。本発明の抗CD154抗体は、SEQ ID NO：54のVL配列およ
びSEQ ID NO：56のVH配列の両方を含んでよい。さらなる態様において、抗体は、Fab断片
もしくはFab'断片またはその誘導体である。さらに別の態様において、抗体または抗体断
片は、F(ab')2断片またはその誘導体である。また、抗体または断片は、ヒト化抗体もし
くは完全ヒト抗体またはその断片でもよい。本発明の特定の態様は、SEQ ID NO：56のVH
配列およびSEQ ID NO：54のVL配列を含む抗CD154抗体であって、天然Fc領域または親Fc領
域と比べて低いエフェクター機能を与える変種Fc領域をさらに含む抗CD154抗体に関する
。
【０２２２】
　さらなる態様において、本発明は、CD154に特異的に結合する抗CD154抗体であって、SE
Q ID NO：58のVL配列を含む抗CD154抗体を提供する。さらなる態様において、抗体は、SE
Q ID NO：60のVH配列を含む。さらなる態様において、抗体または断片は、SEQ ID NO：60
のVH配列およびSEQ ID NO：58のVL配列を含む。抗体は、Fab断片もしくはFab'断片または
その誘導体でよい。さらに別の態様において、抗体は、F(ab')2断片またはその誘導体で
ある。また、抗体は、ヒト化抗体もしくは完全ヒト抗体またはその断片でもよい。他の態
様において、本発明は、SEQ ID NO：58のVH配列およびSEQ ID NO：60のVL配列を含む抗CD
154抗体であって、天然Fc領域または親Fc領域と比べて低いエフェクター機能を与える変
種Fc領域をさらに含む抗CD154抗体に関する。
【０２２３】
改変されたグリコシル化を有する抗CD154抗体
　グリカンを除去すると、すべての種に渡るFcレセプターファミリーの全メンバーへの結
合を大きく減少させるはずである構造変化が生じる。抗CD154抗体を含むグリコシル化抗
体において、Fc二量体のCH2ドメイン中の保存されたN結合部位に結合されたグリカン(オ
リゴ糖)は、CH2ドメインの間に囲い込まれ、向かい合っているCH2ドメイン上の特定のア
ミノ酸残基に糖残基が接触する。異なるグリコシル化パターンは、抗体の異なる生物学的
特性に関連付けられている(JefferisおよびLund, 1997, Chem. Immunol., 65:111-128;Wr
ightおよびMorrison, 1997, Trends Biotechnol., 15:26-32)。ある種の特定のグリコフ
ォームは、潜在的に有利な生物学的特性を与える。グリカンが失われると、ドメイン間の
間隔が変わり、互いに対する可動性が増大し、Fcレセプターファミリーの全メンバーの結
合に対して阻害効果を有すると予想される。例えば、様々なグリコシル化抗体を用いたイ
ンビトロ研究において、CH2グリカンを除去するとFc構造が変化し、その結果、Fcレセプ
ターおよび補体タンパク質C1Qへの抗体結合が大きく減少することが実証された。エフェ
クター機能を低下させるための別の公知のアプローチは、FcのCH2ドメイン中の297位(EU
番号付与)のN結合型グリカンの産生を阻害するか、またはそれを除去することである(Nos
e et al., 1983 PNAS 80:6632; Leatherbarrow et al., 1985 Mol. Immunol. 22:407; Ta
o et al., 1989 J. Immunol. 143:2595; Lund et al., 1990 Mol. Immunol. 27:1145; Do
rai et al., 1991 Hybridoma 10:211; Hand et al., 1992 Cancer Immunol. Immunother.
 35:165; Leader et al., 1991 Immunology 72:481; Pound et al., 1993 Mol. Immunol.
 30:233; Boyd et al., 1995 Mol. Immunol. 32:1311)。また、異なるグリコフォームが
、薬物動態、薬力学、レセプター相互作用、および組織特異的ターゲティングを含む、治
療物質の特性に著しく影響を及ぼし得ることも公知である(Graddis et al., 2002, Curr 
Pharm Biotechnol.3:285-297)。特に、抗体の場合、オリゴ糖の構造は、抗体のエフェク
ター機能(例えば、CDCを誘導する補体複合体C1への結合、およびADCC経路の調整に関与す
るFcγRレセプターへの結合)に加えて、プロテアーゼ耐性、FcRnレセプターによって媒介
される抗体の血清半減期、食作用、および抗体フィードバックに関連する特性に影響を及
ぼし得る(NoseおよびWigzell, 1983; LeatherbarrowおよびDwek, 1983; Leatherbarrow e
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t al.,1985; Walker et al., 1989; Carter et al., 1992, PNAS, 89:4285-4289)。
【０２２４】
　したがって、抗体のエフェクター機能を調整する別の手段は、抗体定常領域のグリコシ
ル化を改変する段階を含む。グリコシル化の改変には、例えば、グリコシル化残基の数の
減少または増加、グリコシル化残基のパターンまたは位置の変化、ならびに糖構造の変化
が含まれる。ヒトIgG上に存在するオリゴ糖は、エフェクター機能の程度に影響を及ぼす(
Raju, T. S. BioProcess International April 2003. 44-53);ヒトIgGオリゴ糖の微小不
均一性は、CDCおよびADCCなどの生物学的機能、様々なFcレセプターへの結合、ならびにC
1qタンパク質への結合に影響を及ぼし得る(Wright A.およびMorrison SL. TIBTECH 1997,
 15 26-32; Shields et al. J Biol Chem. 2001 276(9):6591-604; Shields et al. J Bi
ol Chem. 2002; 277(30):26733-40; Shinkawa et al. J Biol Chem. 2003 278(5):3466- 
73; Umana et al. Nat Biotechnol. 1999 Feb; 17(2):176-80)。例えば、IgGがC1qに結合
し、補体カスケードを活性化する能力は、2つのCH2ドメインの間に位置する炭水化物部分
(通常はAsn297で固定されている)の存在、不在、または修飾に依存し得る(WardおよびGhe
tie, Therapeutic Immunology 2:77-94 (1995))。
【０２２５】
　Fcを含むポリペプチド、例えばIgG抗体のような抗体中のグリコシル化部位は、標準的
技術によって特定することができる。グリコシル化部位の特定は、実験によるか、または
配列解析もしくはモデリングデータに基づいてよい。コンセンサスモチーフ、すなわち、
様々なグリコシルトランスフェラーゼによって認識されるアミノ酸配列が説明されている
。例えば、N結合型グリコシル化モチーフのコンセンサスモチーフは、しばしばNXTまたは
NXS(Xはプロリン以外の任意のアミノ酸でよい)である。潜在的なグリコシル化モチーフを
位置付けるためのいくつかのアルゴリズムもまた、説明されている。したがって、抗体ま
たはFcを含む断片の内部の潜在的なグリコシル化部位を特定するために、例えば、Center
 for Biological Sequence Analysisによって提供されるウェブサイトのような公的に利
用可能なデータベースを用いることによって(N結合型グリコシル化部位を予測するための
NetNGlycサービスおよびO結合型グリコシル化部位を予測するためのNetOGlycサービスを
参照されたい)、抗体配列を検査する。
【０２２６】
　インビボ研究により、アグリコシル抗体のエフェクター機能の低下が確認された。例え
ば、アグリコシル抗CD8抗体は、マウスにおいてCD8を有する細胞を枯渇させることができ
ず(Isaacs, 1992 J. Immunol. 148:3062)、アグリコシル抗CD3抗体は、マウスにおいても
ヒトにおいても一連のサイトカイン放出現象を誘導しない(Boyd, 1995 前記;Friend, 199
9 Transplantation 68:1632)。
【０２２７】
　重要なことには、CH2ドメイン中のグリカンの除去は、エフェクター機能に対して重要
な影響を有すると思われるが、抗体の他の機能特性および物理的特性は変わらないままで
ある。具体的には、グリカンの除去による血清半減期および抗原への結合に対する影響は
皆無もしくはそれに近いことが示された(Nose, 1983 前記;Tao, 1989 前記;Dorai, 1991 
前記;Hand, 1992 前記;Hobbs, 1992 Mol. Immunol. 29:949)。
【０２２８】
　アグリコシルアプローチのインビボでの検証があるが、アグリコシルmAbに伴う残存す
るエフェクター機能が報告されている(例えば、Pound, J. D. et al. (1993) Mol. Immun
ol 30(3):233-41; Dorai, H. et al. (1991) Hybridoma 10(2):211-7を参照されたい)。A
rmour et al.は、FcγRIIaタンパク質およびFcγRIIbタンパク質への残存する結合を示し
ている(Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-1624; Mol. Immunol. 40 (2003) 585-593)。
したがって、エフェクター機能、特に補体活性化のさらなる減少は、いくつかの場合にお
いて活性の完全な消失を保証するために重要な場合がある。このため、IgG2およびIgG4な
らびにG1/G4ハイブリッドのアグリコシル型が、本発明の方法および低いエフェクター機
能を有する本発明の抗体組成物において有用であると想定される。



(52) JP 5721951 B2 2015.5.20

10

20

30

40

50

【０２２９】
脱グリコシル化抗CD154抗体またはアグリコシル化抗CD154抗体の作製
　本発明の抗CD154抗体を修飾または改変して、Fc部分の他の価値ある特質を任意で保持
しつつ(第2のCD154特異的抗体と比べて)低いエフェクター機能を引き出すことができる。
【０２３０】
　したがって、特定の態様において、本発明は、抗体のFc部分のCH2ドメイン中の保存さ
れたN結合部位における修飾を特徴とする、低いエフェクター機能を有するアグリコシル
抗CD154抗体に関する。Fc二量体のCH2ドメイン中の保存されたN結合部位の修飾により、
アグリコシル抗CD154抗体を得ることができる。このような修飾の例には、Fc二量体のCH2
ドメイン中の保存されたN結合部位の変異、CH2ドメイン中のN結合部位に結合されたグリ
カンの除去、およびグリコシル化の妨害が含まれる。例えば、重鎖CH2ドメイン中の標準
的なN結合Asn部位をGln残基に変更することによって、アグリコシル抗CD154抗体を作り出
すことができる(例えば、WO 05/03175およびUS 2006-0193856を参照されたい)。
【０２３１】
　本発明の1つの態様において、修飾は、その部位でのグリコシル化を妨害するための重
鎖グリコシル化部位の変異を含む。したがって、本発明の1つの態様において、アグリコ
シル抗CD154抗体は、重鎖グリコシル化部位の変異、すなわちN298Q(KabatのEU番号付与に
よるN297)の変異によって調製され、適切な宿主細胞において発現される。例えば、この
変異は、Amersham-Pharmacia Biotech(登録商標)(Piscataway, NJ, USA)社製の独特な部
位変異誘発キットの製造業者に推奨されるプロトコールに従うことによって達成すること
ができる。
【０２３２】
　変異された抗体は、宿主細胞(例えば、NSO細胞またはCHO細胞)において安定に発現させ
、次いで精製することができる。1つの例として、精製は、プロテインAクロマトグラフィ
ーおよびゲルろ過クロマトグラフィーを用いて実施することができる。発現および精製の
その他の方法もまた使用され得ることは、当業者には明らかであると考えられる。
【０２３３】
　本発明の別の態様において、アグリコシル抗CD154抗体は低いエフェクター機能を有し
、該抗体または抗体誘導体のFc部分のCH2ドメイン中の保存されたN結合部位における修飾
は、CH2ドメイングリカンの除去、すなわち脱グリコシル化を含む。これらのアグリコシ
ル抗CD154抗体は、従来の方法によって作製し、次いで酵素的に脱グリコシル化してもよ
い。抗体を酵素的に脱グリコシル化するための方法は、当業者には周知である(Williams,
 1973; WinkelhakeおよびNicolson, 1976 J. Biol Chem. 251:1074-80)。
【０２３４】
　本発明の別の態様において、脱グリコシル化は、ツニカマイシンのようなグリコシル化
阻害物質を含む培地中で抗体を産生する宿主細胞を増殖させることによって実現すること
ができる(NoseおよびWigzell, 1983)。すなわち、修飾とは、該抗体のFc部分のCH2ドメイ
ン中の保存されたN結合部位におけるグリコシル化の減少または妨害である。
【０２３５】
　本発明の他の態様において、組換えCD154ポリペプチド(またはこのようなポリペプチド
を含む細胞もしくは細胞膜)を抗原として用いて、抗CD154抗体または抗体誘導体を生じさ
せることができ、次いでこれらを脱グリコシル化してよい。
【０２３６】
　代替の態様において、本発明のアグリコシル抗CD154抗体またはグリコシル化の少ない
抗CD154抗体は、Taylor et al. (WO 05/18572およびUS 2007-0048300)によって説明され
ている方法を用いて作製することができる。例えば、1つの態様において、抗CD154アグリ
コシル抗体は、(例えば、置換、挿入、欠失によって、または化学修飾によって)第1のア
ミノ酸残基を改変することによって作製することができ、この改変された第1のアミノ酸
残基は、立体障害もしくは電荷のいずれかまたは両方によって第2の残基のグリコシル化
を阻害する。特定の態様において、第1のアミノ酸残基は、アミノ酸置換によって修飾さ
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れる。さらなる態様において、アミノ酸置換は、Gly、Ala、Val、Leu、Ile、Phe、Asn、G
ln、Trp、Pro、Ser、Thr、Tyr、Cys、Met、Asp、Glu、Lys、Arg、およびHisからなる群よ
り選択される。他の態様において、アミノ酸置換は、非伝統的なアミノ酸残基である。第
2のアミノ酸残基は、グリコシル化モチーフ、例えば、アミノ酸配列NXTまたはNXSを含むN
結合型グリコシル化モチーフの近くまたは内部にあってよい。1つの例示的な態様におい
て、Kabatの番号付与によれば、第1のアミノ酸残基はアミノ酸299であり、第2のアミノ酸
残基はアミノ酸297である。例えば、第1のアミノ酸置換は、Kabatの番号付与によれば、T
299A、T299N、T299G、T299Y、T299C、T299H、T299E、T299D、T299K、T299R、T299G、T299
I、T299L、T299M、T299F、T299P、T299W、およびT299Vでよい。特定の態様において、ア
ミノ酸置換はT299Cである。
【０２３７】
　また、抗体がブロッキング部分を含むように本発明の抗体を修飾することによって、エ
フェクター機能を低下させることもできる。例示的なブロッキング部分には、例えば、グ
リコシダーゼがポリペプチドをグリコシル化する能力を妨害することによって、グリコシ
ル化の減少が起こるのに十分な立体容積および/または電荷を有する部分が含まれる。さ
らにまたはあるいは、ブロッキング部分は、例えば、Fc領域がレセプターまたは補体タン
パク質に結合する能力を抑制することによって、エフェクター機能を低下させ得る。いく
つかの態様において、本発明は、SEQ ID NO：5、SEQ ID NO：44、およびSEQ ID NO：50よ
り選択される重鎖CDR3配列ならびに変種Fc領域を含むCD154結合タンパク質、例えば抗CD1
54抗体に関し、この変種Fc領域は第1のアミノ酸残基およびN-グリコシル化部位を含み、
この第1のアミノ酸残基は、側鎖化学反応によって修飾されて、未修飾の第1のアミノ酸残
基と比べて増大した立体容積または増加した静電荷を実現し、それによって、N-グリコシ
ル化部位でのグリコシル化のレベルを低下させるか、またはそうでなければグリコシル化
を改変する。これらの態様のうちいくつかにおいて、変種Fc領域は、対照の非変種Fc領域
と比べて低いエフェクター機能を与える。さらなる態様において、立体容積が増大した側
鎖は、Phe、Trp、His、Glu、Gln、Arg、Lys、Met、およびTyrからなる群より選択される
アミノ酸残基の側鎖である。さらに別の態様において、静電荷が増加した側鎖成分(chemi
stry)は、Asp、Glu、Lys、Arg、およびHisからなる群より選択されるアミノ酸残基の側鎖
である。
【０２３８】
　したがって、1つの態様において、D、E、K、またはRなどの帯電した側鎖成分でT299を
置換することによって、グリコシル化およびFc結合を調整することができる。結果として
生じる抗体は、望ましくない静電的相互作用が原因で、少ないグリコシル化ならびにFcレ
セプターへの低いFc結合親和性を有すると考えられる。
【０２３９】
　別の態様において、アグリコシル化もされ、かつシステイン付加物を形成することもで
きるT299C変種抗体は、アグリコシル化された抗体対応物と比べて低いエフェクター機能(
例えば、FcγRI結合)を示す場合がある(例えば、WO 05/18572を参照されたい)。したがっ
て、グリコシル化モチーフの近位にある第1のアミノ酸を改変することにより、第2のアミ
ノ酸残基での抗体のグリコシル化を阻害することができ;第1のアミノ酸がシステイン残基
である場合、抗体は、さらにもっと低下したエフェクター機能を示し得る。さらに、IgG4
サブタイプの抗体のグリコシル化の阻害は、他のサブタイプにおけるアグリコシル化の影
響と比べて、FcγRI結合に対してより多大な影響を有する場合がある。
【０２４０】
　さらなる態様において、本発明は、1つまたは複数のFcRレセプターに対して少ない結合
を示し、かつ任意で1つまたは複数のFcレセプターおよび/または補体に対して、多いかま
たは通常の結合も示す、改変されたグリコシル化を有する抗CD154抗体、例えば、1つまた
は複数のFcレセプターおよび/または補体に対して天然の対照抗CD154抗体と同じまたは同
様の結合親和性を少なくとも維持している、改変されたグリコシル化を有する抗体に関す
る。例えば、グリカン構造体として主にMan5GlcNAc2N-グリカンが存在する抗CD154抗体(
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例えば、Man5GlcNAc2N-グリカン構造体が、Ig組成物の次に主なグリカン構造体よりも少
なくとも約5モルパーセント多いレベルで存在する)は、Man5GlcNAc2N-グリカン構造体が
主ではない抗CD154抗体集団と比べて、変化したエフェクター機能を示し得る。主にこの
グリカン構造体を有する抗体は、FcγRIIaおよびFcγRIIbに対する結合の減少を示し、Fc
γRIIIaおよびFcγRIIIbに対する結合の増加を示し、C1複合体のC1qサブユニットに対す
る結合の増加を示す(US 2006-0257399を参照されたい)。このグリカン構造体は、それが
主なグリカン構造体である場合、ADCCを増大させ、CDCを増大させ、血清半減期を延長し
、B細胞の抗体産生を増加させ、かつマクロファージによる食作用を減少させる。
【０２４１】
　一般に、糖タンパク質上のグリコシル化構造体は、発現宿主および培養条件によって変
化すると考えられる(Raju, TS. BioProcess International April 2003. 44-53)。このよ
うな相違が、エフェクター機能および薬物動態の両方に変化をもたらし得る(Israel et a
l. Immunology. 1996; 89(4):573-578; Newkirk et al. P. Clin. Exp. 1996; 106(2):25
9-64)。例えば、ガラクトシル化は、細胞培養条件と共に変化する場合があり、それらの
特定のガラクトースパターンに応じて、一部の免疫グロブリン組成物を免疫原性にし得る
(Patel et al., 1992. Biochem J. 285:839-845)。非ヒト哺乳動物細胞によって産生され
た糖タンパク質のオリゴ糖構造体は、ヒト糖タンパク質のそれらにより密接に関連してい
る傾向がある。さらに、タンパク質発現用の宿主系は、主なIgグリコフォームを発現する
ように操作もしくは選択することができるか、あるいは、主なグリカン構造体を有する糖
タンパク質を天然に産生することができる。主なグリコフォームを有する糖タンパク質を
産生する、操作されたタンパク質発現用の宿主系の例には、遺伝子ノックアウト/変異(Sh
ields et al., 2002, JBC, 277:26733-26740);遺伝子工学(Umana et al., 1999, Nature 
Biotech., 17:176-180)、または両方の組合せが含まれる。あるいは、ある種の細胞は、
主なグリコフォームを天然に発現する－例えば、ニワトリ、ヒト、および雌ウシ(Raju et
 al., 2000, Glycobiology, 10:477-486)。したがって、多くの発現宿主系のうち少なく
とも1つを選択することによって、当業者は、改変されたグリコシル化(例えば、主に1つ
の特定のグリカン構造体)を有する抗CD154抗体または抗体組成物の発現を実現することが
できる。本発明の抗CD154抗体を産生させるために使用され得るタンパク質発現用の宿主
系には、動物、植物、昆虫、および細菌細胞などが含まれる。例えば、US 2007-0065909
、同2007-0020725、および同2005-0170464では、細菌細胞におけるアグリコシル化免疫グ
ロブリン分子の産生を説明している。さらなる例として、WrightおよびMorrisonは、グリ
コシル化を欠くCHO細胞株において抗体を産生させ(1994 J Exp Med 180:1087-1096)、こ
の細胞株において産生された抗体は補体媒介の細胞溶解を行う能力がないことを示した。
糖タンパク質を産生させるための当技術分野において見出される発現宿主系の他の例には
、CHO細胞(Raju WO 99/22764およびPresta WO 03/35835);ハイブリドーマ細胞(Trebak et
 al., 1999, J. Immunol. Methods, 230:59-70);昆虫細胞(Hsu et al., 1997, JBC, 272:
9062-970)、ならびに植物細胞(Gerngross et al., WO 04/74499)が含まれる。所与の細胞
または抽出物が所与のモチーフのグリコシル化をもたらす限りにおいて、例えば、ゲル電
気泳動および/または質量分析を用いた、モチーフがグリコシル化されたか判定するため
の当技術分野において認識されている技術が利用可能である。
【０２４２】
　抗体のグリコシル化部位を改変するためのその他の方法は、例えば、US 6,350,861およ
びUS 5,714,350、WO 05/18572およびWO 05/03175に記載されており、これらの方法を用い
て、グリコシル化が変化したか、減少したか、または無い、本発明の抗CD154抗体を産生
させることができる。
【０２４３】
　低いエフェクター機能を有するアグリコシル抗CD154抗体は、修飾を含むか、または機
能的部分を含むように結合されてよい抗体でよい。このような部分には、ブロッキング部
分(例えば、PEG部分、システイン付加物など)、検出可能部分(例えば、診断的部分を含む
、蛍光性部分、放射性同位体部分、放射線不透過性部分など)、および/または治療的部分
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(例えば、細胞障害性薬物、抗炎症剤、免疫調節剤、抗感染剤、抗癌剤、抗神経変性剤、
放射性核種など)が含まれる。
【０２４４】
抗体結合体
　投与された場合、抗体はしばしば、血液循環から迅速に除去され、したがって、比較的
短期間で終わる薬理学的活性を引き出し得る。その結果として、比較的多用量の抗体の頻
繁な注射が、抗体処置の治療的有効性を維持するために必要とされる場合がある。
【０２４５】
　本発明の1つの態様において、本発明の抗CD154抗体は、インビボでの抗体の完全性を高
め、寿命を延長するように修飾された(例えば、異種機能的部分のような他の部分に結合
された)抗体でよい。例えば、本発明の抗CD154抗体は、安定性を高め、それによって抗体
の血清半減期を延長することができる部分(機能的部分)を含むように修飾された抗体でよ
い。本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗体の血清半減期は、少なくとも3日、少なく
とも7日、少なくとも14日、少なくとも21日、少なくとも28日、少なくとも1ヶ月またはそ
れ以上でよい。抗体の半減期を延長するこのような機能的部分は、例えば抗体が抗体断片
である態様において特に有用であり得る。
【０２４６】
　また、抗体修飾により、水溶液へのタンパク質の溶解度を増し、凝集を無くし、タンパ
ク質の物理的および化学的安定性を高め、かつタンパク質の免疫原性および抗原性を大き
く低下させることもできる。結果として、未修飾のタンパク質を用いる場合より少ない頻
度または低用量でこのようなポリマー-タンパク質付加物を投与することによって、所望
のインビボでの生物活性を実現することができる。
【０２４７】
　したがって、特定の態様において、本発明の抗体は、抗体結合体を形成するように異種
機能的部分に結合された抗体である。「機能的部分」とは、本発明の抗体と結合している
任意の機能的部分(例えば、ポリペプチド、タンパク質ドメイン、担体、ポリマーなど)を
意味する。抗CD154抗体との結合は、共有結合または非共有結合によってよく、また、可
逆的または調節可能でもよい。本発明のCD154抗体結合体を形成するために使用され得る
例示的な分子には、例えば、抗腫瘍薬、薬物、毒素、生物学的に活性なタンパク質、例え
ば酵素、他の抗体、抗体誘導体、または抗体断片、合成ポリマー(例えばPEG)または天然
に存在するポリマー、核酸およびその断片、例えば、DNA、RNAおよびそれらの断片、アプ
タマー、放射性核種、特に放射性ヨウ化物、放射性同位体、キレート金属、ナノ粒子、な
らびにレポーター基、例えば、蛍光性もしくは発光性の化合物またはNMR分光法もしくはE
SR分光法などの画像処理技術によって検出され得る化合物などの機能的部分が含まれるが
それらに限定されるわけではない。
【０２４８】
　さらなる例において、本発明の抗体が結合される機能的部分は、インビボでの抗体の半
減期を延長し、かつ/または抗体の免疫原性を低下させ、かつ/または上皮バリアを通過す
る、免疫系への抗体送達を促進し得る。このタイプの適切な機能的部分の例には、ポリマ
ー、デキストラン、ヒドロキシプロピルメタクリルアミド(HPMA)、トランスフェリン、ア
ルブミン、アルブミン結合タンパク質、またはPCT/GB2005/002084に記載されているもの
のようなアルブミン結合化合物が含まれる。
【０２４９】
　機能的部分がポリマーである場合、一般に、それは合成ポリマーまたは天然に存在する
ポリマー、例えば、任意で置換された直鎖もしくは分枝鎖のポリアルキレン、ポリアルケ
ニレン、もしくはポリオキシアルキレンポリマー、または分枝状もしくは非分枝状の多糖
類、例えばホモ多糖類もしくはヘテロ多糖類でよい。例えば、VeroneseおよびPasut, 200
5, Drug Discovery Today, 10(21):1451-1458;Pasut et al., 2004, Expert Opinion in 
Therapeutic Patents, 14(6):859-894を参照されたい。
【０２５０】
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　前述の合成ポリマー上に存在し得る具体的な任意の置換基には、1つまたは複数のヒド
ロキシ基、メチル基、またはメトキシ基が含まれる。
【０２５１】
　合成ポリマーの具体例には、任意で置換された直鎖または分枝鎖のポリ(エチレングリ
コール)、ポリ(プロピレングリコール)ポリ(ビニルアルコール)、またはそれらの誘導体
、特に、メトキシポリ(エチレングリコール)のような任意で置換されたポリ(エチレング
リコール)またはそれらの誘導体が含まれる。
【０２５２】
　具体的な天然に存在するポリマーには、ラクトース、アミロース、デキストラン、グリ
コーゲン、またはそれらの誘導体が含まれる。この文脈における「誘導体」とは、反応性
誘導体、例えば、マレイミドなどのようなチオール選択的反応性基を含むと意図される。
反応性基は、直接的またはリンカーセグメントを介して、ポリマーに連結されてよい。こ
のような基の残基が、場合によっては、抗体断片とポリマーの間の連結基として生成物の
一部を形成することが理解される。
【０２５３】
　ポリマーのサイズは所望に応じて様々でよいが、一般に、500Da～50000Da、好ましくは
5000Da～40000Da、およびより好ましくは20000Da～40000Daの平均分子量範囲である。ポ
リマーのサイズは、特に、生成物の所期の用途、例えば、腫瘍のような特定の組織に局在
する能力または循環血中での半減期を延長する能力に基づいて選択してよい(総説につい
ては、Chapman, 2002, Advanced Drug Delivery Reviews, 54, 531-545を参照されたい)
。したがって、例えば、生成物が、例えば腫瘍の処置において使用するために、血液循環
を離れ、組織に侵入することが意図される場合、例えば、分子量約5000Daの低分子量ポリ
マーを使用することが有利である場合がある。生成物が血液循環中に残る用途の場合、例
えば、20000Da～40000Daの範囲の分子量を有する、より高分子量のポリマーを使用するこ
とが有利である場合がある。
【０２５４】
　特に好ましいポリマーには、特に約15000Da～約40000Daの範囲の分子量を有する、ポリ
アルキレンポリマー、例えば、ポリ(エチレングリコール)もしくは特にメトキシポリ(エ
チレングリコール)またはその誘導体などが含まれる。
【０２５５】
　好ましくは、低いエフェクター機能を有する抗体または断片を含む、本発明の抗体、抗
体誘導体、または抗体断片は、ポリアルキレンポリマー、特にポリ(エチレングリコール)
(本明細書においてPEGと略す)、またはその誘導体に結合される。特定の態様において、
本発明の抗体、抗体誘導体、または抗体断片は、重鎖もしくは軽鎖のいずれかまたは両方
がPEGに付着しているFab'断片もしくはF(ab')2断片またはその誘導体である抗体断片であ
る。このFab'断片またはそのF(ab')2断片は、ヒト由来またはヒト化されていてよい。
【０２５６】
　したがって、本発明の特定の態様において、本発明の抗CD154抗体は、ポリ(エチレング
リコール)、ポリ(エチレングリコール)およびポリ(プロピレングリコール)の共重合体、
カルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリ(ビニルアルコール)、ポリ(ビニルピ
ロリドン)、またはポリ(プロリン)などの水溶性ポリマーのような機能的部分の共有結合
によって修飾されている抗体である。これらはすべて、対応する未修飾タンパク質よりも
、静脈注射後に血液中で実質的に長い半減期を示すことが公知である。例えば、Abuchows
ki et al. 1981. 「Enzymes as Drugs」、Holcenberg et al. (編) 1981. Wiley-Intersc
ience, New York, NY, 367-383 (1981); Anderson, W.F. 1992. Human Gene Therapy. Sc
ience 256:808-813; Newmark et al. 1982. J. Appl. Biochem. 4:185-189; Katre et al
. 1987. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:1487-1491を参照されたい。
【０２５７】
　いくつかの態様において、本発明の抗体は、ポリ(エチレングリコール)(PEG)部分のよ
うな機能的部分に結合された抗体である。1つの具体的な態様において、抗体は抗体断片
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であり、PEG分子は、抗体断片中に位置する利用可能な任意のアミノ酸側鎖または末端ア
ミノ酸の官能基、例えば、任意の遊離のアミノ基、イミノ基、チオール基、ヒドロキシル
基、またはカルボキシル基を介して結合されてよい。このようなアミノ酸は、抗体断片中
に天然に存在してよいか、または組換えDNA法を用いて断片中に人工的に作り出してよい(
例えば、US 5,219,996;US 5,667,425;WO 98/25971を参照されたい)。別の態様において、
本発明のFab断片は、機能的部分の結合を可能にする1つまたは複数のアミノ酸をその重鎖
のC末端に付加することによって修飾される。好ましくは、付加的なアミノ酸は、機能的
部分が結合され得る1つまたは複数のシステイン残基を含む修飾されたヒンジ領域を形成
する。複数の部位が、2つまたはそれ以上のPEG分子を結合させるために使用され得る。
【０２５８】
　本発明の特定の局面において、PEG分子は、本発明の抗体断片中に位置する少なくとも1
つのシステイン残基のチオール基を介して共有結合される。修飾された抗体断片に結合さ
れる各PEG分子は、断片中に位置するシステイン残基の硫黄原子に共有結合され得る。共
有結合は、一般に、ジスルフィド結合、または特に硫黄-炭素結合である。チオール基が
結合箇所として使用される場合、適切に活性化された機能的部分、例えば、マレイミドお
よびシステイン誘導体などのチオール選択的誘導体が使用され得る。前述のPEG修飾され
た抗体断片を調製する際、活性化PEGを出発原料として使用してよい。活性化PEGは、α-
ハロカルボン酸またはエステル、例えば、ヨードアセトアミド、イミド、例えば、マレイ
ミド、ビニルスルフォン、またはジスルフィドなどのチオール反応性基を含む任意のPEG
でよい。特定の態様において、抗CD154抗体結合体は、2つのマレイミド分子を有する2つ
のPEG分子を含んでよい。出発原料は、(例えば、Nektar(以前はShearwater Polymers Inc
.)Huntsville, AL, USAから)市販されているものを得てもよく、または従来の化学的手順
を用いて、市販されている出発原料から調製してもよい。具体的なPEG分子には、20Kメト
キシ-PEG-アミン(Nektar(以前はShearwater)、Rapp Polymere、およびSunBioから入手可
能)ならびにM-PEG-SPA(Nektar(以前はShearwater)から入手可能)が含まれる。
【０２５９】
　1つの好ましい態様において、本発明の抗体は、例えば、EP 0948544で開示されている
方法に従ってペグ化されている、すなわち、PEG(ポリ(エチレングリコール))がそれに共
有結合している、修飾されたFab断片である(同様に、「Poly(ethyleneglycol) Chemistry
, Biotechnical and Biomedical Applications」 1992, J. Milton Harris (編), Plenum
 Press, New York、「Poly(ethyleneglycol) Chemistry and Biological Applications」
 1997, J. Milton HarrisおよびS. Zalipsky(編), American Chemical Society, Washing
ton DC、ならびに「Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the Biomedical 
Sciences」 1998, M. AslamおよびA. Dent, Grove Publishers, New York;Chapman, A. 2
002, Advanced Drug Delivery Reviews 2002, 54:531-545も参照されたい)。1つの例にお
いて、PEGは、ヒンジ領域中のシステインに結合される。別の例において、PEG修飾された
Fab断片は、修飾されたヒンジ領域中の単一のチオール基に共有結合されたマレイミド基
を有する。リジン残基は、マレイミド基に共有結合されてよく、リジン残基上の各アミン
基には、約20,000Daの分子量を有するメトキシポリ(エチレングリコール)ポリマーが結合
されてよい。したがって、Fab断片に結合されたPEGの合計分子量は、約40,000Daであって
よい。
【０２６０】
　別の態様において、機能的部分はPEGであり、WO 98/25971およびWO 04/72116に記載さ
れている方法を用いて結合される。この方法では、リジル-マレイミド基が、重鎖のC末端
のシステイン残基に結合され、リジル残基の各アミノ基が、約20,000Daの分子量を有する
メトキシポリ(エチレングリコール)残基をそれに共有結合させている。したがって、抗体
に結合されたPEGの合計分子量は、約40,000Daである。
【０２６１】
　別の態様において、機能的部分はPEGであり、WO 98/25971およびWO 04/72116に記載さ
れている方法を用いてF(ab)2断片に結合される。この方法では、リジル-ジマレイミド基
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が、各Fab重鎖のC末端のシステイン残基に結合され、リジル残基の各アミノ基が、約20,0
00Daの分子量を有するメトキシポリ(エチレングリコール)残基をそれに共有結合させてい
る。したがって、F(ab)2抗体に結合されたPEGの合計分子量は、約40,000Daである。
【０２６２】
　本発明の特定の態様において、本発明の抗体は、Fab'抗体断片であり、完全にヒト由来
であるか、またはヒト化されていてよく、重鎖、軽鎖、または両方のいずれかがペグ化さ
れている。他の態様において、抗体断片は、完全にヒト由来であるか、またはヒト化され
ていてよく、一方もしくは両方の重鎖、もしくは一方もしくは両方の軽鎖、または両方の
重鎖および軽鎖がペグ化されている。
【０２６３】
　したがって、特定の態様において、抗CD154抗体は、PEGが抗体のシステイン残基または
リジン残基に連結されている、PEG結合抗体(例えば、PEG結合ヒト抗体)である。特定の態
様において、ペグ化された抗CD154抗体は、少なくとも24kDの流体力学的サイズを有する
。他の態様において、PEGは、20～60kD(両端の数値を含む)の任意のいろいろなサイズで
よい。さらなる態様において、PEG結合抗CD154抗体は、少なくとも200kDの流体力学的サ
イズを有する。抗CD154抗体がPEG部分に連結される本発明の態様において、ペグ化抗CD15
4抗体は、PEG部分を欠く抗CD154抗体と比べて長いインビボでの半減期を有し得る。
【０２６４】
　特定の態様において、本発明は、SEQ ID NO：15の軽鎖配列およびSEQ ID NO：13の重鎖
配列を含み、ペグ化されているCD154結合タンパク質を提供する。
【０２６５】
　本発明の抗体のインビボでの完全性および寿命を改善する際に有用であり得る他の機能
的部分にはポリペプチドが含まれる。例えば、本発明の抗CD154抗体または抗体断片は、
ヒト血清アルブミン(HSA)ポリペプチドを含むように修飾することができる。このような
抗体結合体は、結合されていない抗体または抗原結合断片と比べて、高い安定性および長
い血清半減期を示し得る。例えば、特定の態様において、HSAに結合された抗CD154抗体は
、結合されていない抗CD154抗体と比べて、長いインビボ半減期を示し得る。HSA結合抗体
の半減期(tα半減期またはtβ半減期)は、10％、20％、30％、40％、50％、またはそれ以
上延長され得る。tα半減期は、例えば0.25分～12時間の範囲内であり得るのに対し、tβ
半減期は、例えば12～48時間の範囲内であり得る。tα半減期またはtβ半減期は、好まし
くは、少なくとも3日、少なくとも7日、少なくとも14日、少なくとも21日、少なくとも28
日、少なくとも1ヶ月、またはそれ以上でよい。
【０２６６】
　本発明のいくつかの態様において、本発明の抗CD154抗体は、検出可能マーカー、例え
ば、放射性同位体、酵素、色素もしくはビオチン、または他の親和性反応物で標識するこ
とによって、機能的部分で修飾された抗体である。
【０２６７】
　本発明のいくつかの態様において、本発明の抗CD154抗体は、治療物質、例えば、放射
性同位体もしくは放射性核種(例えば、111Inもしくは90Y)、毒素部分(例えば、破傷風ト
キソイドもしくはリシン)、トキソイド、または化学療法剤(US 6,307,026)に結合される
ことによって機能的部分で修飾された抗体である。
【０２６８】
　本発明のいくつかの態様において、本発明の抗CD154抗体は、造影剤に結合されること
によって修飾された抗体である。造影剤は、例えば、単離または検出を容易にするための
標識部分(例えば、ビオチン、蛍光性部分、放射性部分、ヒスチジンタグもしくはmycタグ
、または他のペプチドタグ)を含んでよい。
【０２６９】
　本発明の抗CD514抗体を修飾するため、または本発明の抗CD514抗体に結合させるための
機能的部分のその他の例には、血清毒素、または細胞に対して有害である(例えば、死滅
させる)任意の作用物質を含む細胞障害性薬物が含まれ得る。例には、コンブレスタチン(



(59) JP 5721951 B2 2015.5.20

10

20

30

40

50

combrestatin)、ドラスタチン、エポチロン、スタウロスポリン(staurosporin)、マイタ
ンシノイド、スポンギスタチン、リゾキシン、ハリコンドリン、ロリジン、ヘミアステル
リン、タキソール、サイトカラシンB、グラミシジンD、臭化エチジウム、エメチン、マイ
トマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、
ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン
、ミトラマイシン、アクチノマイシンD、1-デヒドロテストステロン、糖質コルチコイド
、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、およびピューロマイシン
、ならびにそれらの類似体または同族体が含まれる。
【０２７０】
　結合にあたって有用な機能的部分には、葉酸代謝拮抗薬(例えば、アミノプテリンおよ
びメトトレキサート)、代謝拮抗薬(例えば、メトトレキサート、6-メルカプトプリン、6-
チオグアニン、シタラビン、5-フルオロウラシルデカルバジン)、アルキル化剤(例えば、
メクロレタミン、チオエパクロラムブシル、メルファラン、カルムスチン(BSNU)およびロ
ムスチン(CCNU)、シクロホスファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプ
トゾトシン、マイトマイシンC、ならびにcis-ジクロロジアミン白金(II)(DDP)(シスプラ
チン)、アントラサイクリン(例えば、ダウノルビシン(以前はダウノマイシン)およびドキ
ソルビシン)、抗生物質(例えば、(ダクチノマイシン(以前はアクチノマイシン)、ブレオ
マイシン、ミトラマイシン、アントラマイシン(AMC)、カリケアミシンまたはデュオカル
マイシン、CC-1065、エンジエイエン(enedieyene)、ネオカルチノスタチン)、ならびに有
糸分裂阻害薬(例えば、ビンクリスチンおよびビンブラスチン)が含まれるが、それらに限
定されるわけではない。さらなる詳細については、Garnett, 2001, Advanced drug Deliv
ery Reviews 53:171-216を参照されたい。
【０２７１】
　他の機能的部分には、131I、111In、および90Y、Lu177、ビスマス213、カリホルニウム
252、イリジウム192、ならびにタングステン188/レニウム188、211アスタチンなどのキレ
ート化放射性核種;または非限定的に、アルキルホスホコリン、トポイソメラーゼI阻害剤
、タキソイド、およびスラミンなどの薬物が含まれ得る。
【０２７２】
　その他の機能的部分には、タンパク質、ペプチド、および酵素が含まれる。関心対象の
酵素には、タンパク分解酵素、加水分解酵素、リアーゼ、イソメラーゼ、トランスフェラ
ーゼが含まれるが、それらに限定されるわけではない。関心対象のタンパク質、ポリペプ
チド、およびペプチドには、免疫グロブリン、毒素(アブリン、リシンA、シュードモナス
(pseudomonas)外毒素、もしくはジフテリア毒素など)、マイタンシノイド(例えば、非限
定的にDM1)、タンパク質(インスリン、腫瘍壊死因子、α-インターフェロン、β-インタ
ーフェロン、神経成長因子、血小板由来増殖因子、もしくは組織プラスミノーゲン活性化
因子など)、血栓性物質(thrombotic agent)もしくは抗血管新生薬、例えば、アンギオス
タチンもしくはエンドスタチン、アンジオゲニン、ゲロニン、ドルスタチン(dolstatin)
、副溝結合剤、ビス-ヨード-フェノールマスタード、または、リンフォカイン、インター
ロイキン-1(IL-1)、インターロイキン-2(IL-2)、インターロイキン-6(IL-6)、顆粒球マク
ロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)、顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)、神経成長因子(
NGF)、もしくは他の増殖因子などの生体応答調節物質が含まれるが、それらに限定される
わけではない。
【０２７３】
　他の機能的部分は、例えば、診断にあたって有用な検出可能物質を含んでよい。検出可
能物質の例には、様々な酵素、補欠分子団、蛍光性材料、発光材料、生物発光材料、放射
性核種、陽電子放出金属(陽電子放出断層撮影法で使用するため)、および非放射性常磁性
金属イオンが含まれる。診断用物質として使用するために抗体に結合させることができる
金属イオンに関しては、一般にUS 4,741,900を参照されたい。適切な酵素には、西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、またはアセチル
コリンエステラーゼが含まれ;適切な補欠分子団にはストレプトアビジン、アビジン、お



(60) JP 5721951 B2 2015.5.20

10

20

30

40

50

よびビオチンが含まれ;適切な蛍光性材料には、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フ
ルオレセインイソチオシアナート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセ
イン、ダンシルクロリド、およびフィコエリトリンが含まれ;適切な発光材料にはルミノ
ールが含まれ;適切な生物発光材料にはルシフェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオリ
ンが含まれ;適切な放射性核種には、125I、131I、111In、および99Tcが含まれる。
【０２７４】
核酸
　特定の局面において、本発明は、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体を
コードする核酸に関する。
【０２７５】
　したがって、特定の態様において、本発明は、

からなる群より選択される1つまたは複数の配列を含む単離されたDNA分子、組換えDNA分
子、および/または合成DNA分子に関する。
【０２７６】
　別の局面において、本開示は、

の可変ドメイン配列の配列に少なくとも80％、85％、90％、92％、94％、95％、96％、97
％、98％、99％、もしくは100％同一である配列を含むポリペプチドをコードする1つもし
くは複数の配列、または

の可変ドメイン配列の配列をコードする核酸に(例えば、ストリンジェントな条件下で)ハ
イブリダイズする配列を含む、単離された核酸を特徴とする。
【０２７７】
　本発明の核酸は、調節配列(例えば、プロモーター配列、非翻訳5'領域、および非翻訳3
'領域)ならびに/またはベクター配列をさらに含んでよい。例えば、核酸はベクターを構
成する。さらに別の態様において、本発明は、ベクターを含む宿主細胞に関する。宿主細
胞は、(例えば、Fc領域が存在する場合に)少ないグリコシル化を示すか、またはグリコシ
ル化を示さないような抗体を産生し得る。
【０２７８】
　本発明はまた、前述の核酸の配列変種にも関する。例えば、本発明は、その断片および
その相補物を含む、本明細書において提供される配列のいずれかに約75％、約80％、約85
％、約90％、約91％、約92％、約93％、約94％、約95％、約96％、約97％、約98％、約99
％、99.5％、99.9％、または100％同一である核酸配列を含む。本発明はまた、遺伝コー
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ドの縮重が原因で本明細書において具体的に提供される配列とは異なる核酸も含む。
【０２７９】
　さらに、本発明は、本明細書において提供される核酸のいずれかに特異的にハイブリダ
イズする配列も含む。「特異的にハイブリダイズする」という用語は、ある核酸配列が、
本明細書において提供される配列またはそれに相補的な配列の少なくとも12個、15個、20
個、25個、30個、35個、40個、45個、50個、または100個の連続したヌクレオチドに、対
照核酸(例えば、非特異的DNAまたは本明細書において提供される特定の抗体配列以外のDN
A)へのバックグラウンドのハイブリダイゼーションが15％未満、好ましくは10％未満、お
よびより好ましくは5％未満となるようにハイブリダイズする能力を指す。様々なハイブ
リダイゼーション条件を用いて特異的なハイブリダイゼーションを検出することができ、
ストリンジェンシーは、主としてハイブリダイゼーションアッセイ法の洗浄段階によって
決定される。一般に、高温および低い塩濃度は高いストリンジェンシーを与え、低温およ
び高い塩濃度は低いストリンジェンシーを与える。低ストリンジェンシーハイブリダイゼ
ーションは、例えば、約2.0×SSC中、50℃での洗浄によって実現され、高ストリンジェン
シーは、約0.2×SSC、50℃で実現される。
【０２８０】
　本発明のCD154結合タンパク質をコードする核酸は、リーダー配列またはシグナル配列
を含んでよい。リーダー配列およびシグナル配列は様々でよく、代替のリーダー配列で置
換されてよく、かつ、特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質は、リーダー
配列を含まない配列を含むことが理解される。任意の適切な代替のリーダー配列またはシ
グナル配列が使用され得る。
【０２８１】
宿主細胞
　本発明は、その配列変種を含む、図2～8、10、11、および13～16において提供されるDN
A分子のいずれかを発現するように操作された宿主細胞に関する。
【０２８２】
　本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体を発現する宿主細胞もまた、提供さ
れる。結合タンパク質であろうと抗体であろうと、それは、ただ1つの鎖を含むことがで
き、その場合、そのポリペプチド鎖をコードするDNA配列のみが、細胞をトランスフェク
トするために使用される必要がある。2つの鎖を含む抗体を作製する場合、細胞株は2つの
ベクターでトランスフェクトされ得る。あるいは、適切な場合には、単一のベクターが両
方の鎖の配列、例えば、抗CD154抗体の軽鎖および重鎖、ならびに発現されるべき特定の
抗体構造に応じた変化をコードしてもよい。宿主細胞は、例えば、大腸菌のような原核細
胞、もしくは他の微生物細胞、または、ヒト細胞、マウス細胞、サル細胞、ウサギ細胞、
ヤギ細胞、ハムスター細胞、もしくはラット細胞などの哺乳動物細胞、昆虫細胞、トリ細
胞、植物細胞、および真菌細胞のような下等真核細胞を非限定的に含む真核細胞でよい(
下記を参照されたい)。宿主細胞の機構が、組換えによって発現されたタンパク質のグリ
コシル化に関与しており、したがって、本発明の抗体のエフェクター機能をさらに改変す
るために、特定のグリコシル化パターンを選択できることが理解される。
【０２８３】
　本発明のいくつかの態様において、本発明を実践するために有用な宿主細胞は、例えば
、(1)細菌細胞、例えば、大腸菌、カウロバクター・クレセンタス(Caulobacter crescent
us)、連鎖球菌(Streptococci)、ブドウ球菌(Staphylococci)、ストレプトマイセス(Strep
tomyces)種、および枯草菌(Bacillus subtilis)細胞、ならびにネズミチフス菌(Salmonel
la typhimurium);(2)真菌細胞およびアスペルギルス属(Aspergillus)細胞、酵母細胞、例
えば、サッカロミセス・セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)、シゾサッカロミセス・
ポンベ(Schizosaccharomyces pombe)、ピキア・パストリス(Pichia pastoris)、ピキア・
メタノリカ(Pichia methanolica)、他のピキア属種、K.ラクティス(lactis)、(3)昆虫細
胞株、例えば、スポドプテラ・フルギペルタ(Spodoptera frugiperda)に由来するもの(例
えば、Sf9細胞株およびSf21細胞株、ならびにexpresSF(商標)細胞(Protein Sciences Cor
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p., Meriden, CT, USA))、ショウジョウバエ(Drosophila)S2細胞、およびイラクサギンウ
ワバ(Trichoplusia ni) High Five(登録商標)細胞(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA);(4)
哺乳動物細胞、または(5)植物細胞でよい。
【０２８４】
　したがって、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体は、外因性核酸配列を
発現するように操作され得る任意の利用可能な原核宿主細胞または真核宿主細胞において
産生させることができる。本発明の抗CD154抗体を産生させるために使用され得る下等真
核宿主細胞には、当技術分野において説明されている細胞が含まれる(例えば、WO 02/008
79、WO 03/056914、WO 04/074498、WO 04/074499、Choi et al., 2003, PNAS, 100:5022-
5027; Hamilton et al., 2003, Nature, 301:1244-1246、およびBobrowicz et al., 2004
, Glycobiology, 14:757-766を参照されたい)。
【０２８５】
　典型的な哺乳動物細胞には、COS1細胞およびCOS7細胞、チャイニーズハムスター卵巣(C
HO)細胞、NS0骨髄腫細胞、NIH3T3細胞、293細胞、HEPG2細胞、HeLa細胞、C127、3T3、BHK
、ボーズ(Bowes)黒色腫細胞、L細胞、MDCK、HEK293、WI38、マウスES細胞株(例えば、129
/SV、C57/BL6、DBA-1、129/SVJ系統に由来する)、K562、ジャーカット細胞、ならびにBW5
147が含まれる。したがって、本発明は、本発明の抗体を発現するように組換えによって
改変された、ハイブリドーマ細胞、B細胞、プラズマ細胞、ならびに哺乳動物宿主細胞お
よびヒト宿主細胞(例えば、成体胚性幹細胞)を非限定的に含む、本発明の抗体を発現する
細胞を提供する。他の有用な哺乳動物細胞株は周知であり、かつ、American Type Cultur
e Collection(米国微生物株保存機関)(「ATCC」)(Manassas, VA, USA)およびCoriell Cel
l Repositories(Camden, NJ, USA)のNational Institute of General Medical Sciences(
米国立総合医学研究所)(NIGMS) Human Genetic Cell Repositoryから容易に入手可能であ
る。これらの細胞型は代表にすぎず、このリストは網羅的なリストであることを意図しな
い。
【０２８６】
　一部を前述した他の考慮すべき事柄のうちで、宿主細胞は、発現された抗CD154抗体を
所望の様式で処理する能力を理由として選択してよい。改変されたグリコシル化およびア
グリコシル化のほかに、ポリペプチドのこのような翻訳後修飾には、アセチル化、カルボ
キシル化、カルボキシメチル化、リン酸化、脂質化、およびアシル化が含まれるがそれら
に限定されるわけではない。
【０２８７】
　本発明の別の態様において、本発明の抗CD154抗体は、無細胞翻訳によって調製される
か、またはインビトロで合成される。これらのタンパク質をコードする遺伝子は、インビ
トロで合成することができる。
【０２８８】
　別の態様において、本発明の抗CD154抗体は、大規模な製造を容易にするために、抗体
発現細胞を含むバイオリアクターにおいて製造される。
【０２８９】
　別の態様において、本発明のCD154結合タンパク質または抗CD154抗体は、抗CD154抗体
の大規模な製造を容易にするために、乳汁中に抗体を発現する遺伝的に操作された哺乳動
物またはトランスジェニック哺乳動物(例えば、ヤギ、雌ウシ、ヒツジ)において産生され
る(US 5,827,690; Pollock et al. 1999. J. Immunol. Meth. 231(1-2):147-57)。
【０２９０】
治療方法
　本発明の1つの態様において、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、または抗体
を含む薬学的組成物は、対象において免疫応答を抑制することができる。本発明の抗体ま
たは本発明の薬学的組成物は、有効な阻害量で対象に投与される。
【０２９１】
　特定の態様において、抗CD154抗体または抗体を含む薬学的組成物の「有効な阻害量」
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とは、それが投与される対象においてCD154-CD40相互作用を阻害するのに有効である任意
の量である。「阻害量」を決定する方法は当業者に周知であり、関与する対象のタイプ、
対象の大きさおよび年齢、ならびに送達される個々の治療物質の薬物動態学的特性を非限
定的に含む因子に依存する。
【０２９２】
　本発明の別の特定の態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体
、または抗体を含む薬学的組成物は、CD154-CD40相互作用を阻害することによって免疫応
答を抑制することができる。
【０２９３】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、炎症を抑制することができる。本発明の目的において、
炎症応答は、浮腫および貪食白血球の遊走を伴う毛細血管拡張の結果として、発赤、腫脹
、熱、および疼痛を特徴とする。炎症応答のいくつかの例には、関節炎、接触性皮膚炎、
高IgE症候群、炎症性腸疾患、アレルギー性喘息、および特発性炎症性疾患が含まれる。
特発性炎症性疾患には、例えば、乾癬および狼瘡(例えば、全身性エリテマトーデス(SLE)
、薬剤性エリテマトーデス、およびループス腎炎(lupus mephritis)が含まれる。例えば
、Gallin 1989. Fundamental Immunology, 26章、Raven Press、第2版、721～733頁、New
 Yorkを参照されたい。本発明は、個体において全身性エリテマトーデス(SLE)の症状を処
置または予防する方法であって、SLEの症状を処置または予防するのに有効な量で、一価
のCD154結合タンパク質、例えば、一価の抗CD154抗体を個体に投与する段階を含む方法を
提供する。
【０２９４】
　関節炎のいくつかの例には、関節リウマチ、非リウマチ性炎症性関節炎、ライム病に関
連した関節炎、および炎症性変形性関節症が含まれる。特発性炎症性疾患のいくつかの例
には、乾癬および全身性ループスが含まれる。
【０２９５】
　本発明の1つの態様において、抗CD154抗体または抗体を含む薬学的組成物は、対象によ
る移植された器官の拒絶を抑制することができる。
【０２９６】
　本発明のより具体的な態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗
体、または抗体を含む薬学的組成物は、対象による移植された心臓、腎臓、肝臓、皮膚、
膵島細胞、または骨髄の拒絶を抑制することができる。
【０２９７】
　本発明の1つの態様において、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、または抗体
を含む薬学的組成物は、対象において移植片対宿主疾患を抑制することができる。
【０２９８】
　本発明の1つの態様において、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、または抗体
を含む薬学的組成物は、対象において、アレルギー応答、例えば、枯草熱またはペニシリ
ンもしくは他の薬物に対するアレルギーを抑制することができる。
【０２９９】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、自己免疫疾患に罹患している対象において自己免疫応答
を抑制することができる。いくつかの態様において、自己免疫応答は、以下からなる群よ
り選択される容態に関連しているか、または由来する：関節リウマチ、重症筋無力症、全
身性エリテマトーデス、グレーブス病、特発性血小板減少性紫斑病、溶血性貧血、真性糖
尿病、炎症性腸疾患、クローン病、多発性硬化症、乾癬、薬剤性自己免疫疾患、または薬
剤性ループス。特定の態様において、自己免疫応答は、全身性エリテマトーデスに関連し
ているか、または由来する。
【０３００】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
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たは抗体を含む薬学的組成物は、感染症に由来する自己免疫応答に苦しんでいる対象にお
いて自己免疫応答を抑制することができる。
【０３０１】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、ライター症候群、脊椎関節炎、ライム病、HIV感染症、
梅毒、または結核に由来する自己免疫応答に苦しんでいる対象において自己免疫応答を抑
制することができる。
【０３０２】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、対象において線維症を抑制することができる。
【０３０３】
　線維症のいくつかの例には、肺線維症または線維性疾患(fibrotic disease)が含まれる
。肺線維症のいくつかの例には、成人呼吸窮迫症候群に続発する肺線維症、薬剤性肺線維
症、特発性肺線維症、または過敏性肺炎が含まれる。線維性疾患のいくつかの例には、C
型肝炎;B型肝炎;硬変;毒性障害に続発する肝硬変;薬物使用に続発する肝硬変;ウイルス感
染症に続発する肝硬変;および自己免疫疾患に続発する肝硬変が含まれる。
【０３０４】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、胃腸疾患を抑制することができる。胃腸疾患のいくつか
の例には、食道運動障害、炎症性腸疾患(クローン病および潰瘍性大腸炎を含む)、胃炎、
コラーゲン形成大腸炎(リンパ球性大腸炎および顕微鏡的大腸炎を含む)、セリアック病(
グルテン腸症、セリアックスプルー、またはグルテン不耐症とも呼ばれる)、ならびに強
皮症が含まれる。
【０３０５】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、血管疾患を抑制することができる。血管疾患のいくつか
の例には、アテローム性動脈硬化症、腎動脈疾患、リンパ水腫、虚血性障害、および再灌
流障害が含まれる。また、全身性エリテマトーデスまたはクリオグロブリン血症などの膠
原血管病/免疫複合体病も含まれる。
【０３０６】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、T細胞癌、例えばT細胞白血病またはT細胞リンパ腫に罹
患している対象においてT細胞腫瘍細胞の増殖を抑制することができる。このような抗CD1
54抗体、または抗体を含む薬学的組成物は、その対象においてT細胞腫瘍細胞の増殖を抑
制するのに有効な量で対象に投与することができる。
【０３０７】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、ヒトT細胞リンパ球向性ウイルス1型(HTLV I)による対象
のT細胞のウイルス感染を阻害することができる。このような抗CD154抗体、または抗体を
含む薬学的組成物は、ウイルス感染を阻害するのに有効な量で対象に投与することができ
る。
【０３０８】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、本発明の抗体が特異的に結合するCD154タンパク質を発
現する、対象中の腫瘍細胞または新生細胞を画像化することができる。対象中の腫瘍細胞
または新生細胞を画像化するための方法は、抗体と腫瘍細胞または新生細胞の表面のタン
パク質との複合体の形成を可能にする条件下で本発明の抗CD154抗体またはそれを含む組
成物の有効量を対象に投与する段階、および形成された任意の抗体/タンパク質複合体を
画像化し、それによって対象中の任意の腫瘍細胞または新生細胞を画像化する段階を含む
。
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【０３０９】
　本発明の1つの態様において、本発明のCD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体、ま
たは抗体を含む薬学的組成物は、本発明の抗体が特異的に結合するCD154タンパク質を発
現する、対象中の腫瘍細胞または新生細胞の存在を検出することができる。対象中の腫瘍
細胞または新生細胞の存在を検出するための1つのこのような方法は、抗体とタンパク質
との複合体の形成を可能にする条件下で本発明の抗CD154抗体またはそれを含む薬学的組
成物の有効量を対象に投与する段階、対象から任意の未結合の造影剤を除去する段階、お
よび形成された任意の抗体/タンパク質複合体の存在、すなわち、対象中の腫瘍細胞また
は新生細胞の存在を示唆するこのような複合体の存在を検出する段階を含む。
【０３１０】
薬学的組成物
　本発明は、本発明において説明するように、CD154結合タンパク質、例えば抗CD154抗体
を含む薬学的組成物を提供する。
【０３１１】
　本発明の1つの態様において、薬学的組成物は、少なくとも1つの本発明のCD154結合タ
ンパク質、例えば抗CD154抗体を含む。
【０３１２】
　本発明の1つの態様において、本発明のアグリコシル抗CD154抗体(もしくは低いエフェ
クター機能を有する他の抗CD154抗体)またはその抗体を含む薬学的組成物は、CD154抗原(
例えば、ATCCアクセッション番号PTA-4931の細胞株によって産生されるアグリコシルhu5c
8が特異的に結合するCD154抗原)に結合することができ、このアグリコシル抗CD154抗体は
、N298Qの変異(EU Kabat番号付与を用いるとN297)を有することを特徴とし、本明細書の
別の箇所で説明するような低いエフェクター機能をさらに示す。
【０３１３】
　本発明の特定の態様において、アグリコシル抗CD154抗体(もしくは低いエフェクター機
能を有する他の抗CD154抗体)またはその抗体を含む薬学的組成物は、エフェクターレセプ
ターに結合しない。より具体的な態様において、アグリコシル抗CD154抗体またはその抗
体を含む薬学的組成物は、ATCCアクセッション番号PTA-4931の細胞株によって産生される
アグリコシルhu5c8が特異的に結合するCD154タンパク質に結合することができ、このアグ
リコシル抗CD154抗体または薬学的組成物は、エフェクターレセプターに結合しない。
【０３１４】
　本発明の特定の態様において、アグリコシル抗CD154抗体(または低いエフェクター機能
を有する他の抗CD154抗体もしくはCD154結合タンパク質)またはその抗体を含む薬学的組
成物は、血栓塞栓性事象を含む血栓症を引き起こさない。本発明のより具体的な態様にお
いて、アグリコシル抗CD154抗体またはその抗体を含む薬学的組成物は、ATCCアクセッシ
ョン番号PTA-4931の細胞株によって産生されるアグリコシルhu5c8が特異的に結合するCD1
54タンパク質に結合することができ、このアグリコシル抗CD154抗体または薬学的組成物
は、血栓症を引き起こさない。
【０３１５】
　本発明の別の態様において、薬学的組成物は、任意の1つまたは複数の薬学的に許容さ
れる担体、補助剤、送達ビヒクル、緩衝剤、および/または安定化剤をさらに含んでよい
。本発明の抗体の製剤化および投与のための例示的な技術は、例えば、「Remington's Ph
armaceutical Sciences」(Mack Publishing Co., Easton, PA)の最新版において確認する
ことができる。
【０３１６】
　本発明のより具体的な態様において、薬学的に許容される担体は、リン酸緩衝化生理食
塩水、生理食塩水、水、クエン酸/スクロース/Tween配合物、およびエマルジョン、例え
ば水中油型エマルジョンである。
【０３１７】
　本発明の1つの態様において、薬学的組成物は、組成物に対する宿主の免疫応答を低減
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させるか、または防止するために、マイクロカプセル化器具に入れて送達してよい。本発
明の抗体または抗体断片などの結合物質もまた、例えば、リポソームまたは他のカプセル
化送達ビヒクルもしくは免疫保護された送達ビヒクルなどの膜にマイクロカプセル化して
送達してよい。
【０３１８】
　本発明の1つの態様において、薬学的組成物は、無菌注射用製剤、例えば、無菌注射用
水性懸濁剤または無菌注射用油性懸濁剤の形態であってもよい。この懸濁剤は、適切な分
散剤、湿潤剤、および懸濁化剤を用いて、当技術分野において公知の技術に従って調剤す
ることができる。
【０３１９】
　本発明の1つの態様において、薬学的組成物は、経口的に、局所的に、または静脈内に
送達してよい。全身的に投与される場合、治療用組成物は、無菌で、実質的にパイロジェ
ンフリーで、かつ、pH、等張性、および安定性を十分に考慮した非経口的に許容される溶
液中にあるべきである。例えば、薬学的製剤は、ヒト治療薬としての投与に適するように
、発熱性材料を実質的に含まない。これらの条件は当業者に公知である。
【０３２０】
　本発明のより具体的な態様において、経口投与の場合、薬学的組成物は、適切なカプセ
ル剤、錠剤、水性の懸濁剤または液剤中に調剤される。経口投与用の組成物の固形製剤は
、トウモロコシデンプン、ゼラチン、ラクトース、アラビアゴム、スクロース、微結晶性
セルロース、カオリン、マンニトール、リン酸二カルシウム、炭酸カルシウム、塩化ナト
リウム、またはアルギン酸など適切な担体または賦形剤を含んでよい。使用され得る崩壊
剤には、微結晶性セルロース、トウモロコシデンプン、グリコール酸デンプンナトリウム
、およびアルギン酸が含まれるがそれらに限定されるわけではない。使用され得る錠剤結
合剤には、アラビアゴム、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、
ポリビニルピロリドン(Povidone(商標))、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、スクロ
ース、デンプン、およびエチルセルロースが含まれる。使用され得る滑沢剤には、ステア
リン酸マグネシウム、ステアリン酸、シリコーン流体、タルク、ロウ、油、およびコロイ
ドシリカが含まれる。
【０３２１】
　本発明のより具体的な態様において、局所適用の場合、薬学的組成物は適切な軟膏剤中
に調剤されてよい。局所使用向けの組成物の製剤のいくつかの例には、活性成分ならびに
様々な担持体(support)およびビヒクルを含む、点滴剤、チンキ剤、ローション剤、クリ
ーム剤、液剤、および軟膏剤が含まれる。
【０３２２】
　本発明の1つの態様において、局所用半固体軟膏製剤は、典型的には、薬学的クリーム
基剤のような担体中に約1～20％、例えば5～10％の濃度の活性成分を含む。
【０３２３】
　本発明の1つの態様において、吸入用の薬学的組成物および経皮組成物もまた、容易に
調製することができる。治療用組成物は、例えば、液状または粉末状のエアロゾル(凍結
乾燥された)として、鼻または肺を通じて投与することができる。
【０３２４】
　本発明の1つの態様において、水または他の水性ビヒクル中で調製された、経口投与用
の薬学的組成物の液体製剤は、メチルセルロース、アルギナート、トラガカント、ペクチ
ン、ケルギン、カラゲナン、アラビアゴム、ポリビニルピロリドン、およびポリビニルア
ルコールなど様々な懸濁化剤を含んでよい。また、本発明の薬学的組成物の液体製剤には
、活性化合物と共に湿潤剤、甘味剤、ならびに着色剤および矯味剤を含む、液剤、乳剤、
シロップ剤、およびエリキシル剤も含まれ得る。薬学的組成物の様々な液体製剤および粉
末製剤は、処置しようとする哺乳動物の肺に吸入させるための従来の方法によって調製す
ることができる。
【０３２５】
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　本発明の1つの態様において、注射用の薬学的組成物の液体製剤は、植物油、ジメチル
アセトアミド、ジメチルホルムアミド、乳酸エチル、炭酸エチル、ミリスチン酸イソプロ
ピル、エタノール、多価アルコール、すなわち、グリセロール、プロピレングリコール、
および液状ポリエチレングリコールなど様々な担体を含んでよい。いくつかの態様におい
て、組成物は、クエン酸/スクロース/Tween担体を含む。静脈注射の場合、抗真菌剤およ
び生理学的に許容される賦形剤を含む薬学的製剤が注入される点滴法により、組成物の水
溶性型を投与することができる。生理学的に許容される賦形剤には、例えば、5％デキス
トロース、0.9％生理食塩水、リンガー溶液、または他の適切な賦形剤が含まれ得る。組
成物の適切な不溶型は、水性基剤、または長鎖脂肪酸のエステル、例えばオレイン酸エチ
ルのような薬学的に許容される油性基剤中の懸濁剤として調製および投与することができ
る。
【０３２６】
　本発明の1つの態様において、薬学的組成物は、薬学的に許容される担体中に、約0.1～
90重量％(1～20％または1～10％など)の本発明の抗CD154抗体を含む。
【０３２７】
　本発明の1つの態様において、各薬学的組成物中の本発明の抗CD154抗体の最適な百分率
は、製剤それ自体ならびに具体的な病理および相互に関係がある治療レジメンにおいて望
ましい治療的効果によって変動する。薬学的製剤は、当技術分野において十分に確立して
いる。医学分野の当業者に公知である従来の方法を用いて、対象に薬学的組成物を投与す
ることができる。
【０３２８】
　したがって、本発明の薬学的組成物は、徐放製剤に関する。徐放、または制御放出もし
くは持続放出とは、対象への投与後、ある期間に渡ってポリペプチドまたは抗体薬物など
の活性薬物を放出する薬物製剤を意味する。ポリペプチド薬物の徐放は、所望の時間の範
囲(例えば、薬物製剤によって、分、時間、日、週またはそれより長い時間)に渡って実施
することができ、これは、実質的に投薬単位全体が、血流を介した即時吸収または即時分
布のために利用可能である標準的製剤とは異なる。特定の態様において、徐放製剤は、例
えば、8時間もしくはそれ以上、12時間もしくはそれ以上、24時間もしくはそれ以上、36
時間もしくはそれ以上、48時間もしくはそれ以上、60時間もしくはそれ以上、72時間もし
くはそれ以上、84時間もしくはそれ以上、96時間もしくはそれ以上、またはさらに、例え
ば、1週間もしくは2週間またはそれ以上、例えば、1ヶ月またはそれ以上維持される、循
環血中薬物のレベルを単回投与からもたらし得る。徐放組成物は、本発明の一価の抗CD15
4抗体を含んでよい。さらなる態様において、一価の抗体は、ヒト化抗体または完全ヒト
抗体である。さらなる態様において、抗CD154抗体、抗CD154抗体は、本明細書において説
明する低いエフェクター機能を有する抗体である。
【０３２９】
　本発明のいくつかの態様において、薬学的組成物は、免疫抑制性化合物または免疫調節
性化合物をさらに含む。例えば、このような免疫抑制性化合物または免疫調節性化合物は
、次の内の1つでよい：CD28を介したT細胞共刺激シグナル伝達を妨害する作用物質;カル
シニュリンシグナル伝達を妨害する作用物質、コルチコステロイド、抗増殖剤、ならびに
CD45、CD2、IL2R、CD4、CD8およびRANK FcR、B7、CTLA4、TNF、LTβ、およびVLA-4を非限
定的に含む、免疫細胞の表面で発現されるタンパク質に特異的に結合する抗体。
【０３３０】
　本発明のいくつかの態様において、免疫抑制性化合物または免疫調節性化合物は、タク
ロリムス、シロリムス、ミコフェノール酸モフェチルまたはその活性型のミコフェノール
酸、ミゾルビン(mizorubine)、デオキシスペルグアリン、ブレキナルナトリウム、レフル
ノミド、ラパマイシン、またはアザスピランである。
【０３３１】
　本発明の他の態様において、本発明の抗体またはそれらを含む薬学的組成物は、単独で
、またはラベルおよび投与用の取扱い説明書を伴うキットの一部として、容器、パッケー
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ジ、またはディスペンサー中に含まれてよい。
【０３３２】
投与経路および送達経路
　本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、医学的に許容される任意の様式
で対象に投与することができる。本発明の目的において、「投与」とは、当業者に公知で
ある、抗体、抗体断片、または薬学的組成物を投与する標準的方法のいずれかを意味し、
本明細書において提供される例に限定されるべきではない。
【０３３３】
　本発明のいくつかの態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物
は、静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内、髄内、脳室内、硬膜外の内部、動脈内、血管内、関
節内、滑液包内、胸骨内、くも膜下腔内、肝臓内、脊髄内、腫瘍内、頭蓋内への注射によ
って;腸内、肺内、粘膜内、子宮内、もしくは舌下の投与経路によって、または局所的に(
例えば、炎症もしくは腫瘍増殖の部位)、対象に投与することができる。
【０３３４】
　本発明のいくつかの態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物
は、経口的もしくは経鼻的に、または吸入経路、眼経路、直腸経路、もしくは局所的経路
によって対象に投与することができる。
【０３３５】
　より具体的な態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、カ
プセル剤、錠剤、水性の懸濁剤または液剤の形態で経口的に対象に投与することができる
。
【０３３６】
　より具体的な態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、ク
リーム剤または軟膏剤などの塗布により、局所的に対象に投与することができる。
【０３３７】
　本発明の他の態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物はまた
、ネブライザー、乾燥粉末吸入器、または定量吸入器を用いて吸入によって投与すること
もできる。
【０３３８】
　本発明のさらなる態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は
、持続放出投与によって、手術の間に直接適用される侵食性埋め込み剤の蓄積注射のよう
な手段によって、または輸液ポンプもしくは生体適合性の持続放出埋め込み剤の対象への
埋め込みによって、対象に投与することができる。
【０３３９】
　より具体的な態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、デ
ポー注射剤(injectable depot)の投与経路によって、例えば、1ヶ月、3ヶ月、または6ヶ
月の蓄積注射可能または生分解性の材料および方法を用いることによって、対象に投与す
ることができる。
【０３４０】
　より具体的な態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、抗
体、抗体誘導体、または薬学的組成物を含む経皮パッチを対象の皮膚に貼付し、一般的に
パッチ1枚当たり1～5時間、そのパッチを対象の皮膚と接触させることによって、対象に
投与することができる。
【０３４１】
　本発明の他の態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、医
学的に許容される、体重当たりの任意の用量および任意の投薬頻度で対象に投与すること
ができる。許容される投薬量は、約0.01～200mg/kg(対象の体重)の間の範囲を含む。
【０３４２】
　本発明の抗体または薬学的組成物を用いる方法のいずれかにおいて、抗体または薬学的
組成物は、毎日、2日毎、3日毎、4日毎、5日毎、もしくは6日毎、毎週、毎月、またはそ
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の任意の分数もしくは倍数の間隔で、単回投与または複数回投与で対象に投与することが
でき、さらに、当業者によって決定されるように、毎日～隔月に及ぶ間隔で対象に繰り返
して投与することもできる。
【０３４３】
　本発明の抗体または薬学的組成物を用いる方法のいずれかにおいて、結合タンパク質、
抗体、またはそれらを含む薬学的組成物は、医学的に必要とされる長さの期間、数日また
は数週～対象の一生に及ぶ間隔で、それを必要とする対象に投与することができる。さら
なる態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、毎日～隔月に
及ぶ間隔で対象に繰り返して投与することができる。
【０３４４】
　本発明の1つの態様において、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、所
望の場合は、所望の1日総用量を実現するために、1日当たり複数回の投与で投与すること
ができる。処置方法の有効性は、障害の公知の徴候または症状に関して対象をモニターす
ることによって評価することができる。
【０３４５】
　本発明のすべての態様に関して、所望の効果をもたらすのに有効である、本発明の抗CD
154抗体および本発明の薬学的組成物の投薬量および投与速度は、処置しようとする疾患
の性質、対象の大きさおよび年齢、処置の目標、使用される個々の薬学的組成物、活性物
質の薬物動態、ならびに処置を行う担当医の判断など様々な因子に依存する。
【０３４６】
　したがって、本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、所期の目的を達成
するのに有効な量で投与される。治療的有効量とは、疾患の症状を予防、緩和、もしくは
改善するか、または処置される対象の生存を延長するのに有効な抗体の量を意味し得る。
治療的有効量は、本抗体の投与の用量および投薬スケジュールを変更することによって実
現することができる。
【０３４７】
　本発明の抗CD154抗体および本発明の薬学的組成物は、対象が短時間曝露される抗原、
例えば、ただ1日の処置で投与される外因性抗原に対する免疫応答を防止するような特定
の要件(indications)のために単回投薬量として投与することができる。このような療法
の例には、本発明の抗体断片と、治療物質、例えば抗原性薬剤、アレルゲンもしくは血液
製剤、または遺伝子療法ベクターとの同時投与が含まれる。抗原が長期に渡って存在する
見通しの場合、例えば、移植された組織または長期に渡って投与された抗原性薬剤に対す
る免疫反応を制御する際、本発明の抗体断片または薬学的組成物は、医学的に必要とされ
る長さの期間、数日または数週～対象の一生に及ぶ間隔で投与される。
【０３４８】
　本明細書において説明する方法のいずれかにおいて、抗体または薬学的組成物は、第2
の作用物質と共に対象に投与され得る。特定の態様において、この作用物質は、治療物質
、例えば、免疫調節剤または免疫抑制剤などである。免疫調節剤または免疫抑制剤は、次
のうちいずれかでよい：
(a)CD28を介したT細胞共刺激シグナル伝達を妨害する作用物質;
(b)カルシニュリンシグナル伝達を妨害する作用物質;
(c)コルチコステロイド、
(d)抗増殖剤;ならびに
(e)CD45、CD2、IL2R、CD4、CD8およびRANK FcR、B7、CTLA4、TNF、LTβ、およびVLA-4を
非限定的に含む、免疫細胞の表面で発現されるタンパク質に特異的に結合する抗体。免疫
抑制性化合物または免疫調節性化合物は、例えば、タクロリムス、シロリムス、ミコフェ
ノール酸モフェチル、ミゾルビン(mizorubine)、デオキシスペルグアリン、ブレキナルナ
トリウム、レフルノミド、ラパマイシン、またはアザスピランでよい。抗体および第2の
作用物質は、同時または逐次的に投与されてよい。
【０３４９】
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　場合によっては、本発明の1つまたは複数の核酸を、それを必要とする対象に投与する
ことが有利な場合がある。周知の方法に従って本発明の少なくとも1つの核酸を投与する
段階を含む、本発明の治療方法および診断方法は、本発明の範囲に含まれる。
【０３５０】
　本発明の1つの態様において、前述の方法によって処置され得る対象は動物である。好
ましくは、動物は哺乳動物である。処置され得る哺乳動物の例には、ヒト、非ヒト霊長類
、げっ歯動物(ラット、マウス、ハムスター、およびモルモットを含む)、雌ウシ、ウマ、
ヒツジ、ヤギ、ブタ、イヌ、およびネコが含まれるがそれらに限定されるわけではない。
好ましくは、哺乳動物はヒトである。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
【０３５１】
　本発明は、以下の実施例に基づくと、より良く理解することができる。しかしながら、
当業者は、考察する特定の方法および結果が、本明細書において説明する本発明の例示に
すぎないことを容易に理解すると考えられる。
【０３５２】
実施例
　以下の実施例は、本発明の方法および生成物を例示する。分子生物学の分野において通
常認められ、当業者には明らかである、説明される条件およびパラメーターの適切な修正
および適応は、本発明の精神および範囲に含まれる。
【０３５３】
実施例1：SLAMによる抗ヒトCD154抗体の作製
　選択的リンパ球抗体法(SLAM)(Babcook et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci, 93, 78
43-7848;WO 92/02551; de Wildt et al., 1997, J. Immunol. Methods, 207:61-67、およ
びLagerkvist, et al., 1995, BioTechniques 18:862-869) を用いて、抗ヒトCD154抗体
を同定および単離した。SLAMにより、インビボでの免疫応答の間に生成される高親和性抗
体を産生する細胞を任意の種から単離することが可能になる。次いで、単離された個々の
抗体産生細胞をクローンとして増殖させ、次に、抗CD154抗体を産生するクローンを求め
てスクリーニングし、次に、可変重鎖(VH)遺伝子および可変軽鎖(VL)遺伝子の配列を続い
て同定する。具体的なスクリーニング方法は、WO 04/051268において詳述されている。こ
のようにして、ヒトCD154に対する抗体に関して陽性であるB細胞を単離した。
【０３５４】
　SLAM技術を用いて、いくつかのラット抗ヒトCD154抗体を同定し、単離した(図12)。以
下の実施例で説明するようにして、これらの抗体の内の1つであるCA081 00342(「342抗体
」)をヒト化した。そのDNAおよび推測されるアミノ酸配列を図2に示す。この抗体をコー
ドする遺伝子をクローン化した。
【０３５５】
実施例2：CA081 00342のヒト化－342.G2の作製
　CDRをヒト生殖系列フレームワーク上にグラフティングすることによって、SLAM抗体342
をヒト化した。ラット抗体(ドナー)配列とヒト生殖系列(アクセプター)フレームワークの
アライメントを、設計されたヒト化配列と共に図9に示す。選択した軽鎖生殖系列アクセ
プター配列は、ヒトVK1 2-1-(1)O12のV領域およびJK1 J領域(V BASE, MRC Centre for Pr
otein Engineering, UK;SEQ ID NO：35およびSEQ ID NO：36)であった(図3)。選択した重
鎖生殖系列アクセプター配列は、ヒトVH3 1-1 3-66のV領域およびJK4 J領域(V BASE, MRC
 Centre for Protein Engineering, UK; SEQ ID NO：37およびSEQ ID NO：38)であった(
図3)。さらに、別のVHアクセプターフレームワーク、すなわちヒトVH4 1-1 4-59配列(SEQ
 ID NO：39およびSEQ ID NO：40)も選択した(図3)。ドナーからアクセプター配列にグラ
フティングされたCDRは、Chothia/Kabatの組合せ定義が使用されるCDR-H1を除いては、Ka
batによって定義されるとおりである(Kabat et al. Sequence of proteins of immunolog
ical interest (1987). Bethesda MD, National Institutes of Health, US)(WO 91/0996
7を参照されたい)。CDRのみがドナー抗体からアクセプターフレームワーク上に移植され
るグラフトに関して、重要なドナーフレームワーク残基も同様に含まれる変型を構築した
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。これらの残基は、WO 91/09967に記載されているものに基づいた方法を用いて同定した
。例えば、軽鎖グラフトVK1 gL4は、38位、71位、および85位にドナー残基を含み;重鎖グ
ラフトVH3 gH1は、24位、48位、49位、73位、および78位にドナーフレームワーク残基を
含み;重鎖グラフトVH4 gH1は、48位、71位、および78位にドナーフレームワークを含む。
これらのすべてのグラフトの配列を図9に示す。
【０３５６】
　これらのV領域配列をコードする遺伝子は、契約を結んだ遺伝子合成会社(Entelechon G
mBH;DNA 2.0;Blue Heron)によって、標準的な分子生物学技術を用いて設計および構築さ
れた。グラフティングされた変種を作り出すための改変は、PCRを用いた標準的なオリゴ
ヌクレオチド指定変異誘発を用いて行った。哺乳動物用細胞発現ベクターを用いた発現を
可能にするために、元のラット抗体に由来するシグナルペプチド配列を元の遺伝子設計に
含めた。
【０３５７】
　グラフティングされた軽鎖遺伝子を、ヒトC-κ定常領域(Km3アロタイプ)をコードするD
NAを含む軽鎖発現ベクター中にサブクローニングした。グラフティングされた重鎖遺伝子
を、ヒンジ安定化変異S241P (Angal et al, Mol. Immunol.1993, 30(1):105-8)を含むヒ
トγ-4定常領域をコードするDNAを含むヒトγ-4発現ベクター中にサブクローニングした
。任意の適切な発現ベクターが使用され得る。また、元のラット抗体遺伝子もこれらのベ
クター中にサブクローニングして、アッセイ法のベンチマークとして、ラットV領域/ヒト
C領域キメラ抗体を発現するプラスミドを作り出した。
【０３５８】
　CHO細胞中に軽鎖遺伝子プラスミドおよび重鎖遺伝子プラスミドを同時トランスフェク
ションすることにより、IgGの発現およびBiacore(登録商標)によるヒトCD154結合の解析
が可能になった。
【０３５９】
　大腸菌での発現および一価Fab'としての活性を解析するために、重要な構築物の遺伝子
を発現ベクターpTTOD(Fab)中にサブクローニングした(WO 03/48208、WO 03/031475)。サ
ブクローニングは次の2段階プロセスで実行した：最初に、VK遺伝子断片をEcoRV-BsiWI断
片としてクローニングした;次に、VH遺伝子断片をPvuII-XhoI断片としてクローニングし
た。このプロセスにより、OmpAタンパク質に由来するシグナルペプチドをコードするDNA
が、軽鎖および重鎖の両方をコードする遺伝子に融合されて、翻訳されたタンパク質が細
菌のペリプラズムに分泌されるようになる。結果として得られる発現プラスミドを大腸菌
K-12株W3110中に形質転換し、小規模な振盪フラスコでの誘導実験において、および高細
胞密度発酵のために使用した。
【０３６０】
　（表１）Biacore(登録商標)による342Fab構築物の親和性(1L発酵から精製したFab)

【０３６１】
　最適なグラフトの選択は、アッセイ法における活性と大腸菌発酵におけるFabの発現レ
ベルの両方を考慮に入れて行った。Biacore(登録商標)による親和性決定の例を表1に示す
。これに基づいて、グラフトgL4gH1を選択した。
【０３６２】
　Fab'型のグラフトgL4gH1をコードするプラスミドを作製した。このグラフトの挿入挿入
物のDNA配列を図8に示す(SEQ ID NO：41)。また、図8は、F(ab)2断片を作製するために使
用できる、Fab断片を発現させるための挿入物の配列(SEQ ID NO：28)も提供する。
【０３６３】
実施例3：部位特異的変異誘発による、アグリコシル化HU5C8抗体およびアグリコシル化HU
342抗体の作製
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　後続の実験において使用するアグリコシル化hu5c8抗体およびアグリコシル化hu342抗体
は、標準的な組換えDNA技術を用いて作製した。アグリコシル化hu5c8は、エフェクター機
能をさらに低下させるために、以前に使用されたIgG1 Fcドメインの代わりにhuIgG4 Fcド
メインを用いた点を除いて、US2006/0193856で説明されているようにして実質的に作製し
た。アグリコシル化hu5c8のκ軽鎖配列を図13に示す(SEQ ID NO：62、SEQ ID NO：63、お
よびSEQ ID NO：64)。アグリコシル化hu5c8の重鎖は、CH2(T299A、Kabat EU)およびヒン
ジ(S228P Kabat EU)ドメイン中に、部位特異的変異誘発によって起こされた2つの変異を
含む(図14;SEQ ID NO：65、SEQ ID NO：66、およびSEQ ID NO：67)。T299A変異により、C
H2ドメイン中のN-グリコシル化部位が修飾され、その結果、それはもはやN-グリコシル化
酵素の基質ではなく、分子がアグリコシル化される。
【０３６４】
　アグリコシル化hu342抗体は、342Fab断片ベクターから誘導した。ヒトシグナル配列お
よび適切なヒト定常ドメイン配列の付加によって、この配列を修飾した。アグリコシル化
hu342抗体はまた、huIgG4 Fcドメインも含む。アグリコシル化hu342のκ軽鎖配列を図15
に示す(SEQ ID NO：68、SEQ ID NO：69、およびSEQ ID NO：70)。アグリコシル化hu342の
重鎖は、CH2(T299A、Kabat EU)およびヒンジ(S228P Kabat EU)ドメイン中に、部位特異的
変異誘発によって起こされた2つの変異を含む(図16;SEQ ID NO：71、SEQ ID NO：72、お
よびSEQ ID NO：73)。T299A変異により、CH2ドメイン中のN-グリコシル化部位が修飾され
、その結果、それはもはやN-グリコシル化酵素の基質ではなく、分子がアグリコシル化さ
れる。アグリコシル化hu5c8およびアグリコシル化hu342の両方とも、CHO細胞において安
定に発現される。
【０３６５】
実施例4：CD154への結合：結合親和性の測定
　Biacore(登録商標)技術は、リアルタイムで生体分子間の結合をモニターし、標識化を
必要としない。反応体の内の1つは、リガンドと呼ばれ、直接固定されるか、または固定
された表面上で捕捉されるのに対し、他方は分析物と呼ばれ、捕捉された表面の上を、溶
液状態で流れる。分析物がリガンドに結合して表面上で複合体を形成すると、センサーは
、センサー表面の質量変化を検出する。これは、結合プロセスに対応する。分析物が緩衝
液に置換される場合、解離プロセスがモニターされる。親和性Biacore(登録商標)アッセ
イ法において、リガンドは342抗体のような抗CD154抗体であり、分析物はヒトCD154の細
胞外ドメインである。
【０３６６】
　この方法の詳細は以下のとおりである。
機器：Biacore(登録商標) 3000、Biacore AB、Uppsala、Sweden。
センサーチップ：CM5 (研究グレード) カタログ番号：BR-1001-14、Biacore AB、Uppsala
、Sweden。チップは4℃で保管した。
BIA標準化溶液：70％(w/w)グリセロール。BIA維持キットの一部分
カタログ番号：BR-1002-51、Biacore AB、Uppsala、Sweden。BIA維持キットは4℃で保管
した。
アミンカップリングキット：カタログ番号：BR-1000-50、Biacore AB、Uppsala、Sweden
。エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミドヒドロクロリド(EDC)。蒸留水に
溶かして75mg/mLにし、-70℃にて200μLのアリコートで保存した。
N-ヒドロキシスクシンイミド(NHS)。蒸留水に溶かして11.5mg/mLにし、-70℃にて200μL
のアリコートで保存した。1Mエタノールアミンヒドロクロリド-NaOH pH8.5。-70℃にて20
0μLのアリコートで保存した。
緩衝液：泳動用緩衝液は、HBS-EP(0.01M HEPES pH7.4、0.15M NaCl、3mM EDTA、0.005％ 
Surfactant P20)である。カタログ番号：BR-1001-88、Biacore AB、Uppsala、Sweden。緩
衝液は4℃で保存した。固定化緩衝液は、Acetate 5.0(10mM酢酸ナトリウム、pH5.0)であ
る。カタログ番号：BR-1003-51、Biacore AB、Uppsala、Sweden。緩衝液は4℃で保存した
。
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リガンド捕捉：Affinipure F(ab')2断片ヤギ抗ヒトIgG、Fab'断片特異的(カタログ番号：
109-006-097)またはFc断片特異的(カタログ番号：109-006-098)、Jackson ImmunoResearc
h Inc (Pennsylvania,USA)。反応物は4℃で保存した。
リガンド：抗CD154抗体。
分析物：ヒトCD154の組換え細胞外ドメイン。材料をリン酸緩衝化生理食塩水に溶かして2
mg/mL(40μM)に調製し、4℃で保存し、アッセイ法のためにHBE-EP泳動用緩衝液中で希釈
した。典型的には、親和性アッセイ法のために倍加希釈によってCD154を約1nM～約100pM
に希釈した。
再生溶液：11.6Mの原液(BDH、Poole、England　カタログ番号：101254H)を蒸留水で希釈
して調製した40mM HCl。50 mMの原液を蒸留水で希釈して調製した5mM NaOH。カタログ番
号：BR-1003-58、Biacore AB、Uppsala、Sweden。
アッセイ方法：Biacore(登録商標)3000(Biacore AB)を用いて、BIA(Biamolecular Intera
ction Analysis)を実施した。Affinipure F(ab')2断片ヤギ抗ヒトIgG(Fc断片またはFab'
断片特異的)(Jackson ImmunoResearch)を、6000応答単位(RU)にほぼ等しい(≒)捕捉レベ
ルまでアミンカップリング化学反応によってCM5 Sensor Chip上に固定した。HBS-EP緩衝
液(10mM HEPES pH7.4、0.15M NaCl、3mM EDTA、0.005％ Surfactant P20、Biacore AB)を
、10μl/分の流速で泳動用緩衝液として使用した。固定された抗ヒトIgG-Fc(または抗ヒ
トIgG Fab')表面に捕捉されると、200 RUにほぼ等しい(≒)シグナルを生じるような濃度
で抗CD154抗体またはFab断片を使用した。捕捉された抗体に対して様々な濃度のヒトCD15
4を滴定した。90μLのCD154を表面に注入し(結合段階)、240秒の解離段階を続けた。流速
はすべて30μL/分であった。流速10μL/分で40mM HCl 10μLを2回注入、続いて5mM NaOH 
5μLを注入することによって、表面を再生した。標準手順に従ってBIA評価ソフトウェア(
バージョン3.2)を用いて、バックグラウンドを除去した結合曲線を解析した。フィッティ
ングアルゴリズムから動態パラメーターを決定した。
【０３６７】
　この方法を用いて、CD154タンパク質またはその断片に対する本発明の抗体、抗体誘導
体、または抗体断片のいずれかの親和性を評価することができる。SLAMによって単離した
抗CD154抗体のBiacore(登録商標)によって得られるKd値を図12および図18に示す。
【０３６８】
実施例5：CD40結合の阻害
　フローサイトメトリーに基づいたアッセイ法を用いて、CD154を発現するD1.1細胞への
標識されたCD40の結合を評価した。D1.1ジャーカット細胞(American Type Culture Colle
ction)を、10％(v/v)ウシ胎児血清(FCS)、2mMグルタミン(Invitrogen、23030024)、1mMピ
ルビン酸ナトリウム(Invitrogen、11360-039)、1％(v/v)D-(+)-グルコース(Sigma、G8769
)および10mM HEPES(Sigma、H0887)を含むRPMI1640培地(Gibco、31870-025)中で維持した
。アッセイ法の際、段階的に希釈した抗CD154抗体の存在下または不在下で、室温で15分
間、D1.1細胞100,000個をRPMI1640培地+10％ FCS 100μL中でインキュベートした。次い
で、hCD40-mFc-PE(Alexis Corp、ANC-504-050)の1:75希釈物5μLを添加し、室温でさらに
30分間インキュベートした。1％(w/v)ウシ血清アルブミン(BSAフラクションV、Serologic
als Proteins Inc、81-068-5)および0.02％(w/v)アジ化ナトリウム(BDH、103692K)を含む
リン酸緩衝化生理食塩水(PBS)中で2回洗浄した後、200μLのPBS/1％BSA/0.02％アジ化ナ
トリウム中に細胞を再懸濁し、Becton Dickinson FACScanを用いてフローサイトメトリー
を実施した。すべての場合において、幾何平均蛍光(FL2)の値を評価した。hCD40-mFc-PE
結合の阻害は、次の式を用いて、抗体の不在下でのシグナル(0％阻害)およびhCD40-mFc-P
Eの不在下でのシグナル(100％阻害)と比べて計算した。

【０３６９】
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　Activity Baseパッケージの一環としてXLfitを用いて、データからIC50値を得た。
【０３７０】
　SLAMによって単離した抗CD154抗体のCD40結合のIC50値を図12および図18に示す。
【０３７１】
実施例6：競合結合アッセイ法
　フローサイトメトリーに基づいたアッセイ法を用いて、CD154を発現するD1.1細胞への
抗CD154抗体の結合を評価した。D1.1ジャーカット細胞(American Type Culture Collecti
on)を、10％(v/v)ウシ胎児血清(FCS)、2mMグルタミン(Bio Whittaker, 17-605E)、および
1ペニシリン-ストレプトマイシン(Mediatech、30002107)を含むRPMI 1640培地(Gibco、31
870-025)中で維持した。アッセイ法の際、段階的に希釈した抗CD154抗体およびビオチン
化抗CD154Fab(クローン342)の存在下または不在下で、4℃で2時間、D1.1細胞100,000個を
10mLのPBS、0.1％BSA、0.02％アジ化ナトリウム(FACS緩衝液)中でインキュベートした。
これらの細胞をFACS緩衝液中で3回洗浄した。洗浄の合間には290×gで3分間、遠心分離し
た。150μM FACS緩衝液に溶かしたストレプトアビジン(streptavadin)-R-フィコエリトリ
ン結合体(Jackson Immunoresearch、016-110-084)の1:500希釈物を添加し、4℃で1時間、
細胞をインキュベートした。これらの細胞を1回洗浄し、3％ホルムアルデヒドを含むPBS
中、室温で10分間、固定した。細胞をFACS緩衝液に再懸濁し、FacsCalibur(BD)において
移動させた。すべての場合において、幾何平均蛍光(FL2)の値を評価した。ビオチン342Fa
b結合を競合抗体の濃度に対してプロットして、シグモイド阻害曲線を得た。これらの曲
線は、GraphPad Prismを用いて、4パラメーター曲線フィットにフィットさせた。このア
ッセイ法で得られたIC50値を図18に示す。
【０３７２】
実施例7：ICAM-1上方制御アッセイ法
　抗CD154抗体がCD40L:CD40細胞表面相互作用を阻害する能力を、インビトロの共培養力
価検定において測定した。CD40がCD154(CD40L)と連結(例えば結合)すると、Bリンパ球が
活性化されて細胞表面のCD54(ICAM-1)が上方制御され、この接触依存性のCD40L:CD40によ
るB細胞活性化は、抗CD154によって阻止することができる。手短に言えば、CD154を発現
するD1.1ジャーカットTリンパ腫細胞(CRL-10915、American Type Culture Collection(AT
CC)、Manassas、VA、USA)およびCD40を発現するラモス(Ramos)2G6.4C10Bリンパ腫細胞(CR
L-1923、ATCC)を、1:4の比率で、5％CO2を含む37℃インキュベーター中で一晩共培養し、
抗CD154Fabまたは対照の完全なAb(hu5C8)を滴定した。アッセイ法は、96ウェルの丸底プ
レート中で、RPMI完全培地(10％FBS、1％L-グルタミン、1％ピルビン酸ナトリウム、およ
び10mM HEPES pH6.8を含むRPMI、Gibco BRL、Rockville、MD、USA)中1×106細胞/mlの濃
度で実施した。翌日、1％BSAおよび0.1％アジ化ナトリウムを含むPBSに溶かした、それぞ
れ1:100および1:200の濃度のCD20 FITC(555622番)およびCD54 APC(559771番)(BD Pharmin
gen(San Diego、CA、USA)社製)で、4℃で1時間、細胞を染色した。これらの細胞を洗浄し
、1％パラホルムアルデヒドで固定し、FACScan Calibur Cytometer (BD Biosciences)を
用いて解析した。抗CD154(CD40L)の濃度に対するラモス細胞(ダブルポジティブ細胞)の幾
何平均蛍光を、DeltaGraphソフトウェア(Red Rock Software、Salt Lake City、UT、USA)
を用いて、4パラメーター曲線にフィットさせた(図12および図18)。IC50値を用いて、抗C
D154抗体の相対的力価を決定した。
【０３７３】
実施例8：免疫応答のカニクイザルモデルにおける活性
　インビボでの活性を実証するために使用されるモデルは、Gobburu et al. (1998) J Ph
armacol Exp Therapeutics 286:925において説明されている。破傷風トキソイド(TT)0.5m
Lの筋肉内単回投与による抗原チャレンジより4時間前に、生理食塩水、Hu5c8抗体、また
は342Fab'-PEGの用量応答(dose response)のいずれかの静脈内単回投与をカニクイザルに
施した。各処理群は、雄3匹および雌3匹を含んだ。30日目に、阻害物質の2回目の投与を
行い、TTで動物を再び抗原チャレンジした(二次応答)。IgGおよびIgMの両方の抗TT力価を
解析するために、最長50日間、選択した時間帯に血液試料を採取した(図19および図12)。
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データから、342Fab'-PEGがIgGおよびIgMのTTに対する免疫応答を用量依存的に阻害する
ことが示される。
【０３７４】
　また、カニクイザルにおけるIgGの抗TT力価を、様々な形態の抗CD154抗体の単回投与(h
u5c8、アグリコシル5c8、およびアグリコシル342の場合は20mg/kg、ならびに342Fab'-PEG
および342DFM-PEGの場合は40mg/kg)による処理の後に測定した(図20)。評価した抗体すべ
てにおいてTT免疫応答の阻害が観察された。
【０３７５】
実施例9：蛍光活性化細胞選別交差ブロッキングアッセイ法
　本発明の抗CD154 Fab'断片の結合特性を、交差ブロッキング抗体アッセイ法を用いて研
究した。手短に言えば、CD154を発現するD1.1ジャーカット細胞を、培地または10μg/ml
の第1の非標識抗CD154 Fab'のいずれかと共に室温で60分間インキュベートした。洗浄せ
ずに、Alexa Fluor 488で標識した第2の抗CD154 Fab'の最適希釈物(300ng/ml)を60分間添
加した。次いで細胞を洗浄し、フローサイトメトリーによって解析した。第1のFab'およ
び第2のFab'が同じエピトープに結合する場合、第1のFab'は、第2のFab'の結合を競合的
に阻止すると考えられる。これら2つの抗体が異なるエピトープに結合する場合、第1のFa
b'は、第2のFab'の結合を阻止しないと考えられる。試験される標識された第2のFab'が34
2である場合、342Fab'は338Fab'(図23B)、381Fab'(図23D)、および335Fab'(図23G)によっ
て交差ブロッキングされるが、295 Fab'(図示せず)にも、402Fab'(図23C)にも、300Fab'(
図23E)にも、303Fab'(図23H)にも、294Fab'(図23F)にも交差ブロッキングされないことを
実証することができる。標識されたFab'がhu5c8である場合、338Fab'(図24A)、402Fab'(
図24B)、381Fab'(図24C)、303Fab'(図24D)、335Fab'(図24E)、300Fab'(図24F)、および29
4Fab'(図24G)による交差ブロッキングを実証することができる。A33(アイソタイプを一致
させた対照抗体)を用いた試験により、非特異的交差ブロッキングがないことが確認され
る(図23Aおよび図24H)。抗体342および抗体hu5c8は、どちらが非標識(第1)Fab'および標
識(第2)Fab'であるかに関わらず、CD154に結合するために互いに競合した。
【０３７６】
実施例10：抗体結合のBIACORE(登録商標)解析
　可溶性CD154タンパク質(sCD154)(細胞外ドメイン(extracellular domain);ECD)への342
抗体およびhu5c8抗体の結合をBiacore(登録商標)で解析したところ、342は、sCD154に2番
目に添加された場合、sCD154に結合しているhu5c8と置き換わることが示された(図25Aお
よびB)。5c8は、sCD154に2番目に添加された場合、sCD154から342を移動させることがで
きなった(図25C)。抗体338は、hu5c8競合アッセイ法において、非相互的な結果に関して3
42と同様に挙動した。
【０３７７】
　Hu5c8Fabは、342完全長(FL)/sCD154複合体に結合することができる(図25D)。この結果
から、342FLが最初に添加された場合、hu5c8 Fabは342FL結合部位と競合しないことが示
唆される。理論に拘束されるわけではないが、これらの結果から、342によるsCD154三量
体の1つまたは2つのアームの結合は、「自由な」アームへのhu5c8結合を妨害しないこと
が示唆される。
【０３７８】
　hu5c8Fabの後に342Fab'が続く場合、結合がわずかに(約20RU)増加する(図25E)。この結
果から、hu5c8Fab'が342Fab'の結合を阻止したか、または342Fab'が、捕捉されたsCD154
上のhu5c8Fab'を置換したかいずれかの可能性が持ち上がる。
【０３７９】
　342Fab'もhu5c8Fab'も、CD40:sCD154複合体に結合もせず、タンパク質アッセイ法にお
ける複合体の解離に影響を及ぼしもしない。どちらのFab'もCD40:sCD154複合体に結合で
きないことから、複合体が3つのsCD154アームすべてを使用すること、または複合体が「
自由な」アームへのどちらか任意のFab'の接近を立体的に妨げることのいずれかが示唆さ
れる。
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【０３８０】
実施例11：ヒト血小板活性化
アッセイ法1
　血小板凝集は、公開されているアッセイ法(例えば、Florian et al. (2005) Thrombosi
s Hemostasis 93:1137)を用いて測定することができる。1つのアッセイ法において、正常
なドナーの血小板に富む血漿から、BSAでコーティングしたチューブに入れたHEPES緩衝化
生理食塩水中に血小板を洗い出し、1マイクロリットル(μl)当たり250,000個に調整した
。次いで、洗浄した血小板を血小板凝集計キュベット(Chrono-Log 490D)中にピペットで
分注し、ブランク用のHEPES(アッセイ用)緩衝液を用いて、トレースシグナルをゼロパー
セントの凝集として較正した。この機器中では、キュベットは37.0℃に維持し、シリコン
処理したマグネチックバーは1000rpmで血小板を撹拌する。完全に形成された免疫複合体(
すなわち、1:1の化学量論比(rhsCD40Lを三量体として扱う場合)の抗体および組換えヒト
可溶性CD40L(rhsCD40L))を血小板に添加し、溶液の光学濃度に由来するトレースとして凝
集を評価した。具体的には、キュベットへの添加後、sCD40Lの最終濃度が10μg/mlとなり
、IgG抗体の最終濃度が27.8μg/mlまたはFab'-PEGの場合には16.7μg/mlとなるように、
洗浄した血小板の懸濁液285μlに免疫複合体15μlを添加した。このデータから、完全なI
gG抗CD40L抗体Hu5c8の存在下で凝集は起こるが、342Fab'-PEGの場合は起こらないことが
示される(図26)。
【０３８１】
アッセイ法2
　WO 07/59332において説明されている別のアッセイ法において、血小板凝集は、血小板
を血小板活性化物質(例えば、アデノシン2リン酸(ADP)、コラーゲン、トロンビン、トロ
ンボキサン、好中球エラスターゼ(neurophil elastase)、p-セレクチン、またはコンブル
キシン(convulxin)と接触させ、活性化された血小板を抗CD154抗体と接触させ、次いで、
活性化された血小板を架橋物質(例えば、可溶性CD154(sCD154)、抗ヒトIgG抗体、抗hFc抗
体、RF、Fcレセプター陽性アクセサリー細胞、可溶性プロテインA、または可溶性ヒトFc
レセプター)と接触させることによって測定される。その場合、凝集は、血小板の凝集を
示す血小板の沈降に基づいて定量される。凝集アッセイ法は、多血小板血漿(PRP)を用い
て実施した。約50mLの全血を、0.5mLの3.8％クエン酸ナトリウムを含む4.5mLバキュテナ
ーチューブ中に一定分量ずつ採取した。200gで10分間、抗凝固処理血液を遠心分離し、上
清を回収することによって、PRPを調製した。アッセイ法を実施するために、乏血小板血
漿(PPP)のみを含むキュベットを用いて、Biodata 4チャネル血小板凝集プロファイラー(P
AP-4;Biodata Corp.、Hatboro、PA)をブランク測定した。約2～5×108個/mLの血小板を含
む350μLのアリコートのPRPを、攪拌棒を含むキュベットに添加した。総体積100μLの抗C
D40L抗体、ヒトIgG、正常なヒト血清、CD40-Fc、または抗hFcを添加した。添加されたキ
ュベットを機械中に設置し、ADPを添加する前に反応成分を混合した。
【０３８２】
　最適以下濃度のADP 50μl(最終濃度はそれぞれの試料によって異なる)を添加して、凝
集を開始させた。凝集プロファイラーは、同時に試験できる4つの口を有する。ADP添加後
4分間、各試料の凝集トレース図を作成した。トレーシングの最後に、この機器は、試料
を通過する光の透過をPPPブランクを通過する光の透過と比較することによって、凝集率(
％)を算出する。各実験の初めに滴定を実施し、その後の試験は最適以下のADP濃度で実施
した。
【０３８３】
　このアッセイ法で得られた結果を図27に示す。PRPは、1名の健常個体から得た。このド
ナーに対して最適以下であると判定した0.75μM ADPを用いて、凝集を誘導した。陽性対
照の抗CD154抗体および陰性対照のhIgGは200μg/mLで評価し、sCD154は30μg/mLで評価し
た。PRPを含むキュベットに添加する前に、少なくとも20分間、抗CD154抗体またはhIgGを
組換えsCD154と混合した。棒は2つのデータポイントの平均値および標準偏差を示す。こ
れらの結果から、陰性対照のヒトIgG(hIgG)およびsCD154は共に、血小板凝集に対して影
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響を及ぼさないが、陽性対照の抗CD154抗体は、血小板凝集を亢進させたことが示される
。陽性対照および陰性対照を用いたこのアッセイ法の結果から、血小板凝集に対する本発
明の抗体の相対的影響を比較するためにこのアッセイ法を使用できることが実証される。
【０３８４】
　血小板がその表面でCD154を発現するかを判定するために、血小板をビオチン結合抗CD1
54抗体と共にインキュベートし、結合されたビオチン化抗CD40L抗体を定量することによ
って、表面CD154の存在を判定することができる。したがって、CD154の表面発現は、10μ
M ADPと共にまたは10μM ADP無しで1分、10分、20分、40分、および60分間インキュベー
ションした後に評価した。CD40Lの表面発現は、活性化後早ければ1分で、ADPで活性化し
た血小板において検出可能であり、時間と共に増加した。ビオチン結合抗CD154抗体をsCD
154と共にプレインキュベーションすると、活性化された血小板への結合が阻害されたた
め、ビオチン結合抗CD154抗体の結合はCD154に対して特異的である。また、不活性化(「
休止中の」)血小板上で検出される表面CD154の量も、時間と共に増加した。この現象は、
実験条件下での血小板活性化の基礎レベルに起因する可能性が高い。
【０３８５】
実施例12：アグリコシル化抗体および他の変種抗体の、変化したエフェクター機能を決定
するための方法
　以下の実施例は、本発明のアグリコシル化抗体および他の修飾された変種抗体のエフェ
クター機能を決定および特徴付けするために有用なアッセイ法を説明する。
【０３８６】
　本発明のアグリコシル化抗体および他の修飾された変種抗体のエフェクター機能は、抗
原に結合する、およびまたFcレセプターもしくはC1qのような補体分子に結合する抗体の
能力に基づいて特徴付けすることができる。特に、FcγR結合親和性は、抗体がCD154抗原
とFcレセプターを有する細胞の間に「架橋」を形成する能力に基づくアッセイ法を用いて
測定することができる。C1q結合親和性は、抗体がCD154抗原とC1qの間に「架橋」を形成
する能力に基づいて測定することができる。本発明の抗体とFcRまたは補体との相互作用
はまた、ビーズに基づいたAlphaScreen(登録商標)技術(Perkin Elmer(登録商標))を用い
て測定することもできる。
【０３８７】
Fcレセプター結合アッセイ法
　FcγR架橋アッセイ法は、96ウェルMaxisorb ELISAプレート(Nalge-Nunc Rochester、NY
、USA)を組換え可溶性ヒトCD154リガンドで(例えば、4℃で一晩、PBS中、1μg/mlの濃度
で;Karpusas et al. 1995 Structure 3(10):1031-1039および3(12):1426ならびにKarpusa
s et al. 2001 Structure 9(4):321-329)コーティングすることによって実施することが
できる。抗CD154抗体のグリコシル化型またはアグリコシル化型を滴下して(titrations)
、37℃で30分間、CD154に結合させ、次いでプレートを洗浄し、蛍光標識したU937(CD64+)
細胞の結合を測定する。U937細胞は、10％FBS、10mM HEPES、L-グルタミン、およびペニ
シリン/ストレプトマイシンを含むRPMI培地中で増殖させ、1:2に分割し、かつ、1000ユニ
ット/mlのIFNγを用いたアッセイ法の前に1日活性化して、Fcレセプター(FcγRI)発現を
増大させてよい。
【０３８８】
　このアッセイ法の別の変形例において、本発明の抗体がFcγRIII(CD16)のようなさらに
別のFcレセプターに結合するか、またはむしろ結合できない能力は、CD16発現構築物を用
いてトランスフェクトした蛍光標識ヒトT細胞(ジャーカット細胞)に対して上記の架橋ア
ッセイ法を用いることによって、発揮させることができる。96ウェル組織培養プレート(C
orning Life Sciences Acton、MA、USA)中で増殖させた、CD154を発現するャイニーズハ
ムスター卵巣(CHO)細胞の単層によってリガンドを産生させることができる。例えば、CHO
-CD154+細胞を1×105細胞/mlの密度で96ウェルプレート中に播種し、10％透析FBS、100nM
メトトレキサート、L-グルタミン、およびペニシリン/ストレプトマイシン(Gibco-BRL Ro
ckville、MD、USA)を含むoc-MEM中でコンフルエントになるまで増殖させる。CD16+ジャー
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カット細胞を、10％FBS、400pg/mlのジェネテシン、10mM HEPES、ピルビン酸ナトリウム
、L-グルタミン、およびペニシリン/ストレプトマイシン(Gibco-BRL)を含むRPMI中で増殖
させ、アッセイ法を実施する1日前に1:2に分割する。
【０３８９】
　両方のレセプターに対するアッセイ法において、Fcレセプターを有する細胞は、37℃で
20分間、2',7'-ビス-(2-カルボキシエチル)-5-(および-6)-カルボキシフルオレセインア
セトキシメチルエステル(BCECF-AM)(Molecular Probes Eugene、OR、USA)で標識してよい
。過剰な標識を除去するために洗浄した後、1×105個の標識した細胞を37℃で30分間、ア
ッセイ法においてインキュベートする。数回洗浄することによって未結合のFcγR陽性細
胞を除去し、マイクロプレートリーダー(Cytofluor 2350 Fluorescent Microplate Reade
r、Millipore Corporation Bedford、MA、USA)によって励起波長485nmおよび発光波長530
nmでプレートを読み取る。
【０３９０】
　前述のアッセイ法のほかに、Fcレセプターへの本発明の抗体の結合は、AlphaScreen(商
標)(Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay(増幅ルミネセンス近接ホモジ
ニアスアッセイ法);Perkin Elmer)を用いて競合形式で、または表面プラズモン共鳴(Biac
ore(登録商標))を用いて直接的に測定することができる。Biacoreアッセイ法では、Biaco
re(登録商標)3000機器を用いて、プロテインA/Gチップ上に捕捉された抗体への分析物レ
セプターの結合をモニターすることができる。Biacore(登録商標)は、タンパク質同士の
相互作用を特徴付けるための十分に確立した方法であり(Myszka 1997 Curr Opin Biotech
nol. 8:50-57.; MalmborgおよびBorrebaeck 1995 J Immunol Methods 183:7-13)、FcγRI
IIへのIgG抗体の結合を測定するために成功裡に使用されている(Galon et al., 1997 Eur
 J Immunol.27:1928-1932)。例えば、プロテインA/Gをセンサーチップ(例えば、NHS化学
反応を用いるCM5センサーチップ)に共有結合させる。泳動用緩衝液(例えば、HBS-EP(0.01
M HEPES pH7.4、0.15M NaCl、3mM EDTA、0.005％(v/v)Surfactant P20、Biacore(登録商
標))、およびチップ再生緩衝液(例えば、Glycine 1.5(10mMグリシン-HCl、pH1.5、Biacor
e(登録商標))をアッセイ法において使用する。低いエフェクター機能を有する変種抗CD15
4抗体および野生型抗CD154抗体または天然抗CD154抗体を泳動用緩衝液(例えばHBS-EP緩衝
液)中で100nMまで希釈し、プロテインA/Gチップに5分間結合させる。一連の濃度のレセプ
ターを結合段階で結合させた後に、緩衝液を用いた解離段階を続けた。抗体を含まないサ
イクルは、ベースラインの応答を与える。センサーグラムを1:1ラングミュア(Langmuir)
結合モデルに全体的にフィットさせて、例えば、BIA評価ソフトウェア　バージョン4.1(B
iacore(登録商標))を用いて、平衡解離定数(KD)を得ることができる。
【０３９１】
　Alpha Screenアッセイ法では、ストレプトアビジンドナービーズに結合されたビオチン
化IgGと抗GSTアクセプタービーズに結合されたFcγR-His-GSTとの相互作用に競合するタ
グ無し抗体を使用する。野生型抗CD154抗体または天然抗CD154抗体(IgG1抗体など)を標準
的な方法を用いてビオチン化し、PBS中で希釈する。抗GSTアクセプタービーズおよびスト
レプトアビジンドナービーズは、商業的供給業者から入手可能であり、最終濃度20μg/ml
で使用することができる。1×アッセイ用緩衝液(例えば、25mM HEPES、100mM NaCl、0.1
％BSA、0.01％Tween-20、pH7.4)に溶かしたFcγRI-His- GST、FcγRIIIa-His-GST、FcγR
IIa-His-GST、または他の任意のタグ化FcRを、96ウェルプレートの各ウェル中に最終濃度
が0.5nMになるように分配する。野生型抗CD154抗体もしくは天然抗CD154抗体、変種抗CD1
54抗体、または緩衝液は、1×アッセイ用緩衝液中の1/2 log希釈物として調製し、各ウェ
ルに直接等分する。短時間遠心分離した後、1×アッセイ用緩衝液に溶かしたビオチン化
野生型抗CD154抗体(例えばIgG1抗体)を最終濃度が5nMになるように各ウェルに添加する。
100μg/mlの抗GSTアクセプタービーズを各ウェルに添加し、室温で1時間、暗所でプレー
トをインキュベートする。100μg/mlのストレプトアビジンドナービーズを各プレートに
添加し、短時間遠心分離した後、室温で1.5時間、プレートをインキュベートする。反応
試料を白色不透明プレートに移し、Fusion(商標)Alpha- FP HTマイクロプレートリーダー
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(Perkin Elmer)で蛍光を読み取る。最も高いシグナル(競合無し)に対してデータを標準化
し、例えば、GraphPad Prismソフトウェア(GraphPad Software)による非線形回帰を用い
て、1部位競合モデルにフィットさせることができる。
【０３９２】
　当業者は、上記または同様のアッセイ法を実施して、例えばFcγRIIaを含む任意のFcR
に対する抗体変種の結合を測定することができる。
【０３９３】
C1q結合アッセイ法
　C1q結合アッセイ法は、PBS中、4℃で一晩、10μg/mlの組換え可溶性ヒトCD154リガンド
(Karpusas et al. Structure, 15;3 (12):1426 (1995))50μlで96ウェルMaxisorb ELISA
プレート(Nalge-Nunc Rochester、NY、USA)をコーティングすることによって実施するこ
とができる。これらのウェルを吸引し、洗浄緩衝液(PBS、0.05％ Tween20)で3回洗浄し、
200μl/ウェルのブロッキング/希釈緩衝液(0.1M Na2HPO4、pH7.0、1M NaCl、0.05％ Twee
n20、0.1％ゼラチン)で少なくとも1時間ブロッキングする。試験する抗体をブロッキング
/希釈緩衝液中で希釈する(15μg/mlから始めて、3倍希釈する)。1つのウェルにつき50μl
を添加し、室温で2時間、プレートをインキュベートする。
【０３９４】
　前述したように吸引し、洗浄した後、ブロッキング/希釈緩衝液中で希釈した2μg/mlの
Sigma社製ヒトC1q(C0660)をウェル当たり50μl添加し、室温で1.5時間、インキュベート
する。前述したように吸引し、洗浄した後、ブロッキング/希釈緩衝液中で3,560倍に希釈
したヒツジ抗C1q(Serotec AHP033)をウェル当たり50μl添加する。室温で1時間インキュ
ベーションした後、前述したようにウェルを吸引し、洗浄する。次いで、ブロッキング/
希釈液中で1:10,000に希釈したロバ抗ヒツジIgG HRP結合体(Jackson ImmunoResearch 713
-035-147)をウェル当たり50μl添加し、これらのウェルを室温で1時間インキュベートす
る。
【０３９５】
　前述したように吸引し、洗浄した後、TMB基質(0.1M酢酸ナトリウム/クエン酸緩衝液、p
H 4.9に溶かした420μM TMB、0.004％ H2O2)100μlを添加し、2分間インキュベートした
後、2N硫酸100μlで反応を停止させる。Softmax PRO機器を用いて450nmでの吸光度を読み
取り、Softrnaxソフトウェアを使用して、4パラメーターフィットによって相対的結合親
和性(C値)を決定する。
【０３９６】
　代替のC1q結合アッセイ法では、C1qへの抗CD154結合を判定するためにELISAを使用する
が、架橋としてCD154を使用しない。手短に言えば、コーティング緩衝液に溶かした変種
抗体または親抗体(対照)で、4℃で一晩、アッセイ用プレートをコーティングしてよい。
次いで、プレートを洗浄し、ブロッキングしてよい。洗浄後、一定分量のヒトC1qを各ウ
ェルに添加し、室温で2時間インキュベートしてよい。さらに洗浄した後、ヒツジ抗補体C
1qペルオキシダーゼ結合抗体100μlを各ウェルに添加し、室温で1時間インキュベートし
てよい。洗浄緩衝液でプレートを再び洗浄してよく、かつ、OPD(O-phenylenediamine dih
ydrochloride(Sigma))を含む基質緩衝液100μlを各ウェルに添加してよい。黄色の出現に
よって観察される酸化反応を30分間進行させ、4.5N H2SO4を100μl添加して停止させてよ
い。次いで、吸光度を(492～405)nmで読み取ってよい。
【０３９７】
　例示的な抗体変種は、このアッセイ法で「C1q結合の有意な減少」を示すものである。
いくつかの態様において、有意な減少とは、変異していないIgG1 Fc領域を有する100μg/
mlの対照抗体と比べて、約50分の1またはそれ以下にC1q結合が減少することを示す約100
μg/mlの抗体変種でよい。最も好ましい態様において、ポリペプチド(すなわち抗体)変種
はC1qに結合しない。すなわち、100μg/mlの抗体変種は、100μg/mlの対照抗体と比べて
、約100分の1またはそれ以下にC1q結合が減少することを示す。
【０３９８】
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　補体活性化を評価するために、例えば、Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Method
s 202:163 (1996)に説明されているようにして、補体依存性細胞障害(CDC)アッセイ法を
実施してよい。手短に言えば、様々な濃度のポリペプチド(すなわち抗体)変種およびヒト
補体を緩衝液で希釈してよい。ポリペプチド変種が結合する抗原を発現する細胞を、約1
×106細胞/mlの濃度まで希釈してよい。ポリペプチド変種、希釈したヒト補体、および抗
原を発現する細胞の混合物を平底組織培養96ウェルプレートに添加し、37℃および5％CO2
で2時間インキュベートさせて、補体媒介の細胞溶解を促進することができる。次いで、
アラマーブルー(Accumed International)50μlを各ウェルに添加し、37℃で一晩インキュ
ベートしてよい。530nmでの励起および590nmでの発光を用いて、96ウェル蛍光光度計によ
って吸光度を測定する。これらの結果は、相対蛍光単位(RFU)で表すことができる。試料
濃度は、検量線からコンピューターで計算することができ、非変種ポリペプチドと比べた
活性率(％)を、関心対象のポリペプチド変種に関して報告する。
【０３９９】
実施例13：CD154タンパク質上の342抗体結合部位のマッピング
　実験を実施して、ヒト-マウスのキメラCD154タンパク質を用いて、342の結合において
重要であるヒトCD154中のアミノ酸残基を同定した。342はヒトCD154に高い親和力で結合
するが、マウスCD154には結合しない。したがって、CD154マウス残基を対応するヒト残基
のものに変異させ、かつ342に対する変異タンパク質の親和性の変化を測定することによ
って、重要な結合残基を同定することができる。選択した領域のヒト残基を可溶性マウス
CD154に導入した(図28中で印をつけた1～6)変異体の6つのグループを選択した。ヒトおよ
びマウスの変異していない可溶性CD154(sCD154)タンパク質もまた、評価した。チップ上
に固定した342(IgG型)および溶液相のsCD154上清を用いたBiacore(登録商標)実験で、様
々なsCD154タンパク質を使用した。これらの結果から、マウスCD154中にヒトのグループ5
の残基を導入した場合にだけ342結合が起こることが実証された。
【０４００】
実施例14：競合ELISA交差ブロッキングアッセイ法
　342Fab'および5c8Fab'の交差ブロッキングを実証するために、本発明者らは競合ELISA
を使用した。このアッセイ法において、抗Myc抗体9E10をELISAプレートに塗った。Mycタ
グ化CD154をこの抗体によって捕捉した。非標識の342Fab'または5c8Fab'の希釈系列を、P
BS、0.05％Tween-20、1％BSAを含むプレートにおいて、室温で2時間、1nMビオチン342Fab
'または0.3nMビオチン5c8のいずれかと共にインキュベートした。プレートを洗浄し、結
合されたビオチン化5c8Fabの量を、二次反応物としてストレプトアビジンHRPを用いて決
定した。シグナルをグラフ化し、Prismソフトウェア(Graph Pad)の1部位結合双曲線フィ
ットまたは2部位結合双曲線フィットのいずれかを用いてフィットさせた。
【０４０１】
　交差ブロッキング解析に適切な濃度を決定するためにCD154に対してビオチン342Fab'の
滴定を実施した(図29A)。1nMの濃度が曲線の直線部分に相当することが判明した。また、
交差ブロッキング解析に適切な濃度を決定するためにCD154に対してビオチン5c8Fab'の滴
定も実施した(図29B)。0.3nMの濃度が曲線の直線部分に相当することが判明した。非標識
342Fab'によってビオチン342Fab'およびビオチン5c8Fab'の交差ブロッキングを解析する
実験において、342Fab'は、0.09nMの親和力でビオチン342Fab'結合を阻害した(図29C)。3
42Fab'は、2つの結合親和力、すなわち0.134nMおよび76nMでビオチン5c8結合を阻害する(
図29C)。非標識5c8Fab'によるビオチン342の交差ブロッキングを図29Dに示す。この曲線
上の5c8Fab'の最大濃度は50nMであり、5c8の飽和点を十分に上回り、また、ビオチン342
の濃度1nMも十分に上回っている。これらの濃度では完全な阻害が無いことから、5c8は、
CD40L上の342結合部位のすべてを完全にブロックできないことが示唆される。
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